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1. Revisao bibliografica

A inflamacdo é uma resposta fisiolégica a uma variedade itheuéss fisicos,
quimicos e infecciosos, em geral acompanhada por uma respostaicsisté
caracterizada pela presenca de proteinas plasmaticas deytmke liberadas pelos
hepatocitos e migracdo de leucocitos polimorfonucleares paraoangiimatorio
(Cavailon & Duff, 1999; Balkwill & Montovani, 2001). Esse processo resultantle
balanco delicado entre amplificacdo e controle da respostaplojgjiivo € restaurar
o tecido lesionado e eliminar o agente agressor.

Embora a inflamac&o represente um mecanismo primario de ddéesa
hospedeiro contra agressfes do meio, sua permanéncia ou cronicidade pode
representar um fator iniciador ou promotor do desenvolvimento tumoral (Gatsse
Werb, 2002; Balkwill & Mantovani, 2001). Atualmente, estd bem estabalexid
relacdo de muitos tipos de tumores com situacdes de inflamacacacd&corrente
de infec¢Bes, doencas auto-imunes ou pela presenca de agentes quinfism®s
(Balkwill & Montovani, 2001). Como exemplos dessa associagéo, Lennardg-done
colaboradores (1990) observaram que pacientes com colite ulcerdtineaarado
episdédios de ulceracdo e regeneracdo da mucosa colorretahtpresen aumento
no desenvolvimento de carcinomas colorretais, enquanto o tratamento destes
individuos com drogas antiinflamatérias ndo-esterdides (NSAIDapazale reduzir
este risco (Rodriguez et al., 2001). Individuos infectados com o virupatt&dd® e
C desenvolvem processos inflamatorios crénicos com intensa destedigial do
figado e elevada incidéncia de carcinomas hepatocelulares (Kuper ed@).,A60m
disso, observacBes epidemiolégicas demonstram que individuos com doenca

respiratoria exibindo inflamacg&o crbnica, apresentam um riscerdado para o



desenvolvimento de cancer pulmonar e 0 uso de drogas antiinflamationiasii
esta incidéncia (Malkinson, 2005).

A associacao entre inflamacédo e cancer pode ser explicadarpsémnca de
mediadores inflamatoérios, como oOxido nitrico (NO) e agua oxige(tagl), que
danificam o DNA nas células em proliferacdo, propiciando o acumuddtetacoes
genéticas e 0 aumento da instabilidade destas células. Além digsocesso de
reparo tecidual que acompanha a inflamacdo permite, as céltdasdas, um
estimulo proliferativo pelos fatores de crescimento e de g@iggse presentes
(Gallin et al., 1999; Coussents et al., 2002). Alguns fatores infeimst como o
fator inibidor da migracdo dos macréfagos (MIF), favorecem o acudailesdes
genéticas nas células através da inibicdo da atividade5goum gene supressor
tumoral responséavel pela manutencéo da integridade do genoma cebilzontjola
a acao dos fatores de transcricdo, proliferacdo celular e a ap@ptmsssens &
Werb, 2002; Takaoka et al., 2003). Dessa forma, a interacdo das délasisoma e
células imunes com as células neoplasicas pode modular o cresgiment
diferenciagéo e invaséo tumoral.

Entretanto, muitos tipos de tumores podem ser combatidos no sitio
inflamatorio devido a presenca e atuagdo de células efetorasadi@lexander et
al., 1981). A presenca de densos infiltrados de linfécitos intratumuraigstagios
iniciais do desenvolvimento neoplasico sdo fortemente correlacionadagdogdo
da freqiiéncia de metastases e aumento da sobrevida dos pacientes com @eersos ti
de cancer, indicando que a resposta imune do hospedeiro pode atenuar a progressa
tumoral (Dranoff, 2004). Assim, a presenca de linfocitos T citotoxicos (EElylas
natural killer (NK), macrofagos e neutrofilos, capazes de liberar mediadores com

citocinas, proteases e agentes oxidantes, favorecem tanto ardiseddis células
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tumorais quanto a destruicdo do seu estroma e inibicdo da angedbne€arlo et

al., 2001). Um exemplo da contribuicdo da inflamac&o na resposta antit@mmra
tratamento de cancer de bexiga com vacinas intravesicais itho @aknette-Guérin
(BCG), procedimento que estimula uma reacdo inflamatoria lamal iofluxo
intenso de linfécitos T, macréfagos e células NK e producédo deneisopro-
inflamatorias (Suttmann et al.,, 2004). Em recente estudo, observamosa que
inoculacédo de polissacaridios de cogumelos medicinais no sitio devolesaento

do tumor de Ehrlich, provoca aumento do processo inflamatério local coom mai
intensidade de necrose do tecido tumoral (dados néao publicados).

Com o objetivo de melhor compreender os mecanismos genéticos envolvidos
no controle da inflamacédo, pesquisadores do Departamento de Imurzayeleéti
Instituto Curie (Paris, Franca) em colaboracdo com o Departamede
Imunogenética do Instituto Butantan (S&o Paulo, Brasil), desenvolMeraagens
selecionadas para resposta inflamatoria aguda maxima (A)Rma minima
(AIRmin) (Ibanez et al., 1992; Biozzi et al., 1998). O modelo AIR foi obtido por uma
selec&o bidirecional a partir do cruzamento de oito linhagensnisagépara uma
forte ou fraca resposta inflamatéria aguda contra a poliaddéa (Biogel), um
agente quimicamente inerte e ndo imunogénico. Esta selecdodadhaso influxo
de leucdcitos e na concentragdo de proteinas no exsudato inflamét@mniez (et al.,
1992; Biozzi et al., 1998).

No limite da sele¢&o, os animais da linhagem AIRmax e AlRfiferem 20
vezes quanto ao numero de células no infiltrado leucocitario (principme
neutrofilos) e 2,5 vezes na concentracdo de proteina no exsudato inflaapés
24 horas do inéculo subcutaneo do Biogel (Ibafiez et al., 1992; Ribeiro2&0&),

Essa diferenca entre as linhagens reflete alteragfes naog@ieak da medula éssea
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em resposta aos fatores hematopoiéticos, associada a resistépigptose dos
neutroéfilos presentes no exsudato inflamatorio dos animais AlRnmibgi&et al.,
2003). Os animais AIR apresentam também diferencas quanto ao riaisidade

das células NK. Em estudos do nosso grupo, observamos que os animaix AIRma
normais apresentam aumento da populacdo de células NK e’ T&®®ciado a
maior atividade citotoxica das células esplénicas ndo-aderertesapacidade de
producaan vitro de citocinas pro-inflamatérias como fator de necrose tumoral — alfa
(TNF-a), interferon-gama (IFNy) e interleucina (IL) -12p40 (Castoldi et al., 2006).

Assim, contrastando com a possivel associacdo entre inflamagdioace
desenvolvimento tumoral, Biozzi e colaboradores (1998) demonstraram que a
incidéncia e multiplicidade de tumor de pele quimicamente induzido por 9,10
dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) e 12-O-tetradecanoil-forbol-13-sxef&PA)
foi significativamente maior em animais AIRmin. Esse grupobtam avaliou a
resisténcia ou suscetibilidade destas linhagens ao desenvolvimenaiatases de
melanomas transplantaveis, observando que o0s animais AIRmin forais
suscetiveis ao desenvolvimento de lesdes metastéaticas de neelaooimo B16F10
ou humano SKMel-28 (Maria et al., 2001). Assim, esses resultados dearams
que o desenvolvimento de tumores primarios € dependente da compatibilid&de MH
e que ha menor ocorréncia de metastases quanto maior a intertadesiposta
inflamatoria (Maria et al., 2001).

A possivel relacdo genética entre resposta inflamatoriaaigdnese pode ser
observada no modelo de carcinogénese pulmonar induzido por uretana, no qual os
animais AIRmin apresentaram uma resposta inflamatoria subagusiatente, com
40 vezes mais focos tumorais que o grupo AIRmax (Maria et al., 2008) Ne

modelo de carcinogénese, as divergéncias parecem estar relasioc@u a
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segregacao de alelos suscetiveis (AIRmiIn) ou resistentem@xklRpara a regido de
suscetibilidade para adenoma pulmonar (PAS-1), e evidenciam o em»olwi deste
locus na resposta inflamatdria. No entanto, a relacdo genética afitnmacao e
cancer pode envolver a expressdo diferencial de genes de sudedtbili
relacionados a diferentes o6rgaos-alvo. Assim, Di Pace e colab@a(ies),
demonstraram que a resisténcia ao desenvolvimento de carcinomamarelsn
observada nos animais AIRmax ndo é mantida no modelo de carcinodéruesden,
no qual os animais AIRmax apresentam maior niumero de focos de afjgiaantes
e adenocarcinomas que os animais AIRmin (Di Pace et al., 2006).

Além das diferencas observadas quanto ao desenvolvimento de tumores, 0s
animais AIR também apresentam diferencas quanto ao desenvolvieetit@ncas
infecciosas e autoimunes. Os animais AIRmax sao resisteniefecgdo por
SalmonellaTyphimurium e Listeria monocytogenes suscetiveis a artrite induzida
por pristane (Araujo et al., 1998; Borrego et al., 2006; Vigar et al., 2D@0nesma
forma que o observado na carcinogénese pulmonar, estas diferencasnpaser
associadas a segregacdo de alelos resistentes ou suscetivgneddlcllal
(Nramp1l), no qual os animais AIRmax apresentam predominio do ekkiente
(S1cllalR) enquanto 90% dos animais AIRmin apresentam o alelo suscetivel
(S1cllalS) (Borrego et al., 2006). O alelo resistente esta relacionadoocom
desenvolvimento de resposta inflamatéria aguda intensa e a produgtizidasdo
perfil Thl, principalmente IL-6 e IF{Araujo et al., 1998; Borrego et al., 2006;
Vigar et al., 2000; Peters et al., 2007

Esses resultados demonstram que 0os genes que determinam a oedaida
resposta inflamatdria podem, pelo menos em parte, estar envolvidos na

suscetibilidade ou resisténcia ao desenvolvimento de tumores. Eotrelewt ser
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considerado que a resposta diferencial a carcinogénese obsergaaiaimais AIR,
pode envolver a participacdo de genes relacionados com outros fatoespakiar
imune. Na realidade, além dos fatores inerentes a propria bideg@ula tumoral,
€ geralmente aceito que a resisténcia antitumoral estéassaisiada a fatores como
a geracao de CTLs especificos, a atividade NK, perfil @eicds e producédo de
fatores angiogénicos do que a intensidade da resposta inflamags@mvalgida pelo
hospedeiro.

Modelos experimentais para o estudo de neoplasias tém permitidamlo des
mecanismos envolvidos no desenvolvimento tumoral e a elaboracédo dégestrat
para o tratamento do cancer. Uma variedade de moutehigo para o estudo de
neoplasias esta disponivel, cada um com suas vantagens e desvantageasles
podemos citar o in6culo de linhagens de células de melanoma em adenais
experimentacdo (Khavari, 2006).

A cada ano, cerca de trés milhdes de novos casos de céancered&ipel
diagnosticados no mundo e o melanoma corresponde a aproximadamente 132 mil
destes casos. Quando diagnosticado na fase inicial, 80% dos casoardemaelao
curados através da remocéao cirargica. No entanto, a forma metastatamente
refratéria as terapias existentes, com uma média de sobdevi@laneses a 5 anos
(menos de 5% dos pacientes) (Gray-Schopfer, 2007).

Melanomas séo frequentemente infiltrados por linfécitos (TIL&umour-
infiltrating lymphocytel incluindo linfécitos B, linfocitos T e células NK. A
intensidade do infiltrado celular € um forte fator de prognéstica pamelanoma
(Hussein, 2005), de modo que 77% dos pacientes com melanoma na fase de
crescimento vertical com TIL ativo apresentam uma taxaobeegida de 5 anos,

enquanto que, apenas 37% dos pacientes com melanomas sem TIL apresentam
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indice de sobrevida (Hussein, 2005). Os CTLs sao os principais tiptasreglque

compdem os TIL e estas células sdo capazes de eliminaiuégasalo melanoma
através do reconhecimento de antigenos tumorais especificos, de stoitlo as

moléculas de histocompatibilidade (Hussein, 2005).

Os CTL e as células NK sao altamente eficientes naudgs de células
infectadas e células tumorais e embora os receptores envolvidasonbeemento
do alvo sejam diferentes, o mecanismo de inducdo de morte da dell&,a
essencialmente, o0 mesmo (Trambas & Griffiths, 2003). Assimyidade litica de
ambas populacbes de células citotoxicas depende da exocitose deosgranul
citoplasmaticos e da expressao de receptores de superficie itla onTNFa
(Vivier et al., 2004; Seaman, 2000). Os granulos citoplasmaticosissfBzdmos
especializados, liberados pelas células efetoras apos conthita-cédula
(Lieberman, 2003). Esses granulos contém uma variedade de molénulas;@o
citotoxica como as perforinas, que se polimerizam e formam porsgpesaficie da
célula facilitando a entrada das granzimas (Rener & Millback@d4d). As
granzimas, também encontradas nos granulos citoplasmaticos, saoamtgsort
ativadoras da cascata das caspases, além de causar daaosediees molécula de
DNA (Regner & Miullbacher, 2004; Lieberman, 2003). Os linfocitos C&éLNK
também sdo capazes de expressar receptores de superficie, asimouA NF-
related apoptosis- inducing liga(TRAIL) que induzem a ativacdo de DNAases
resultando na morte, por apoptose, da célula alvo (Wallach et al., 1€&8@; B997;
Bossi & Griffiths, 1999).

Os CTL sdo linfécitos TCDB8 capazes de eliminar seus alvos apds
reconhecimento de antigenos especificos associados a moléculas de

histocompatibilidade (MHC) de classe | (Seki et al., 2002). Os G3dlados de
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melanomas humanos podem reconhecer proteinas especificas do tumor como
tirosinases, antigeno de melanoma reconhecido por células T1 (MARGEIOO e,

a transferéncia adotiva de células CTL gpl00-especificas jumiancem IL-2
resulta na regressdo do tumor (Kawakami et al., 2000). Apesaicaigheeerem

alvos diferentes, a participacdo das células NK na regutigaividade dos CTL

tem sido bastante estudada. Observou-se que a depleg&o das células NK por
anticorpos monoclonais favorece o desenvolvimento de melanomas transplantados
por inibir a diferenciacdo de células TCD8m CTL tumor-especificos (Kos &
Engleman, 1996).

As células NK sé&o linfocitos granulares grandes capazes deuidest
espontaneamente seus alvos, sem necessidade de sensibilizacde petvisodo
independente do MHC (Herberman et al., 1987; Trinchieri, 1989; Gallin, 498D;
Miller, 2001), caracteristica que faz dessa populacéo celularrapmatante barreira
primaria contra virus e tumores (Seaman, 2000). As células NKtasdloém
importantes na organizacdo da resposta imune, sendo um ponto de ligag& ent
resposta imune inata e a adaptativa (Kos & Engleman, 1996). Asssag células
sdo uma importante fonte de IfNWarren & Smyth, 1999), além de produzir uma
variedade de citocinas como TN, fator estimulador de colénias de granulocitos
e mondcitos (GM-CSF), proteina inibitéria de macrofago-1 (MIP13, 11L-8,
IL-3, IL-5, IL-10 e IL-13 e fator de crescimento e transformatadTGF-b)
(Seaman, 2000; Geldhof et al., 2002).

Apesar das células NK ndo serem capazes de destruir todpssodd células
tumorais, varios estudos demonstram a importancia dessas célutkefesa do
hospedeiro contra o desenvolvimento de tumores. Nesse sentido, estuziasdotili

células dendriticas transfectadas com vetores para ILeb2nt@nante (Rodriguez-
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Calvillo et al., 2002), ou células de melanomas B16 transfectadas oenclgél-12
(Nagai et al., 2000), indicam que a secrecdo local de IL-Idrdee o
desenvolvimento tumoral por estimular a atividade das células NKredacéo de
IFN-g por estas células. Além disso, a presenca de IL-21 (Wahg 20@8) e I1L-18
(Hashimoto et al., 2003; Miller, 2001) parece potencializar a ativicitaléxica das
células NK. Estudos tém demonstrado que a frequéncia das células iNfltrado
celular intratumoral € baixa e a sua habilidade em migrax @ sitio tumoral esta
estritamente ligada ao seu estagio de ativagédo (Albertssbn 2003). Dessa forma,
o tratamento sistémico com citocinas pode favorecer o acumulasdadtilas no
microambiente tumoral.

A presenca de citocinas especificas no microambiente € respbmsav
direcionar o tipo de resposta a se desenvolver. Assim, a producgéao nuiafede
citocinas do padrdo Th 1 ou Th 2 pode resultar na resisténciacowa¢do do
desenvolvimento tumoral. O TN&k-€ o principal mediador da inflamagé&o, atuando
tanto na destruicdo quanto na remodelagem dos tecidos lesados (B2IBOZ).
Atuando em sinergismo com a IL-1, o TNFfavorece a migracao leucocitéaria,
aumentando a expressdo de moléculas de adesdo nas células agndeteli
estimulando a producéo de prostaglandinas e citocinas, como IL-8 @\Vallach et
al., 1999a). Além disso, esta citocina ativa o sistema de coaguagaduz a
formacdo de granulomas no sitio da lesdo, limitando a dispersdo denpatdge
(Wallach et al., 1999a). Embora exerca efeito deletério ao hospeuldiNF-a em
concentracbes moderadas pode favorecer a remodelagem do tecido dtravés
estimulo a producdo de fatores de crescimento e angiogérmse, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator basico de ioresto dos

fibroblastos (bFGF ou FGF-2) (Balkwill, 2002). O TMFatua também estimulando
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a producdo de metabdlitos reativos do oxigénio pelos macrofagos éfifeute
estimula a atividade citotoxica das células NK (WallacH.el@99a). Essa citocina
pode exercer uma acdo antitumoral direta, através de um efet@a sobre as
células tumorais, ou indireta, causando alteracées na vasculaaralte a ativacdo
de células T e NK (Watanabe et al., 1988; Baxevanis et al., 2000@vd3as e
colaboradores (2000) demonstraram a importancia do TNF na atividatixica
mediada por linfécitos, tantm vitro quantoin vivo, uma vez que camundongos
knockoutpara esta citocina apresentam reducédo da atividade litica ld&es déK,
das célulaskiller ativadas por linfocina (LAK) e das CTL, reduzindo a capacidade de
rejeicao tumoral.

Além do TNF, outras citocinas como IL-12 e Iigparticipam do controle das
respostas imunes. A IL-12 é o principal ativador das funcfesticislidas células
NK e CTL, além de estimular a diferenciacdo de células 4'Gin células Thl
produtoras de IFNf (Lamont & Adorini, 1996; Belardelli & Ferrantini, 2002).
A IL-12 é uma citocina formada por uma subunidade de 35 kD (p35) atsa@cia
uma subunidade de 40kD (p40), formando um heterodimero de 70 kD
biologicamente ativo (Jun Ha et al., 1999). A subunidade p35 é produzida por uma
variedade de tipos celulares, enquanto que a p40 é produzida apenas per célul
apresentadoras de antigenos (APC) (Trinchieri, 1999). A IL-12 ipartia resposta
imune antitumoral contra uma variedade de tumores, incluindo carcimeEnzaon,
rins e pulméo, sarcomas induzidos por carcinbgeno e melanomas (Snalth et
2000).

A acao antitumoral da IL-12 € complexa e envolve os mecanisntosesfela
resposta imune inata e adaptativa e esta intimamente ligadaléco de IFNy

Dessa forma, a IL-12 pode estimular a producédo deglp8&los linfocitos T e células
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NK, resultando na rejeicdo tumoral devido a producdo de metabdlitdgosedod
oxigénio pelos macrofagos, na inibicdo da angiogénese devido a gwodec
proteina 10 induzida por IFN{IP-10) e citocina induzida por IF}I(MIG) e devido

a ativacdo da atividade litica das células NK e CTL (Smiyti.e2000; Trinchieri,
2003). Além disso, a IL-12 pode induzir a produ¢éo de imunoglobulinas fixadoras do
complemento e opsoninas pelos linfécitos B, que também participanspuasta
antitumoralin vivo (Trinchieri, 2003).

A familia IFN foi originalmente reconhecida por sua capacidadeproteger
células Tnaivecontra a infeccéo viral, mas, atualmente, € reconhecida a impartanc
destas citocinas na regulacdo e ligagao das respostas imat@es adaptativa. Os
IFNs do tipo |, IFNa e IFNb, sdo produzidos por células nucleadas em resposta a
infeccdo viral e por outros microrganismos (Dunn et al., 2006). Dunn e
colaboradores (2006) demonstraram que o bloqueio dos receptores de IAN tipo
com anticorpos monoclonais inibe a resposta antitumoral do hospedeind;rakr
o desenvolvimento de sarcomas induzidos por metilcolantreno (Meth-A), que
normalmente sao rejeitados por camundongos ndo tratados. Os IFN timo 1 sa
importantes na ativacdo e diferenciacdo de células dendriticagtodacao de
anticorpos e na geracao de CTLs, sendo um potente adjuvante natuaedglBed
Ferrantini, 2002). A participacdo dos IFN do tipo 1 na promoc¢do da imunidade
antitumoral vem despertando o0 interesse nesta citocina como giatrakra
imunoterapias anti-cancer. De fato,Us Food and Drug AdministratioFDA)
aprovou a utilizacdo do IFH-e IFNb no tratamento de sarcomas de Kaposi
relacionados a infeccéo pelo HIV, da leucemia miel6ide cronidimfdma folicular

e de melanomas (Dunn et al., 2006).
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O IFN do tipo 2, representado pelo IlgNé uma citocina produzida por células
T, células NK e NKT e, em menor extensdo, por células derdri¢ianacrofagos.

As acbes imunomodulatorias e os efeitos na imunidade antitumoralNdg &
muito tempo sdo conhecidos. Entre os principais mecanismos dg éeRMslvidos

no controle da progresséo tumoral podemos citar a inibicdo da pré@decatular,
promocédo da apoptose atraves da expressao de caspases, FAR e BRaAbicdo

da angiogénese (Belardelli e Ferrantini, 2002). Além dissti;Nag favorece o
desenvolvimento de linfocitos do tipo Thl, promovendo a resposta imune celular
através da maturacdo de CTLs e ativacdo de macrofagasilecaa da geracao e
ativacéo de células T regulatoriasegl(Nishikawa et al., 2003).

As células Ty (TCD4/CD25/Foxp3) tém um importante papel na
manutencdo da autotolerancia, bem como no controle das reacdes imure® cont
nao-proprio (Scheffold et al., 2005). Estudos prévios demonstram que a iiag;ao
células Tey favorece a imunidade antitumoral induzida pela IL-2 e a expansédo de
células TCD4, TCD8 e NK no ambiente tumoral, resultando na regress&o do tumor
(Imai et al., 2007). As célulasef representam de 5% a 10% das células TG4
roedores e de 5% a 15% nos humanos. Essas células expressam, canmstitei
altos niveis da molécula CD25 (IL-2R na superficie celular, receptor de TNF
induzido por glicocorticoide (GITR), antigeno 4 de linfocito T citotoOX(CTLA-4)

e Foxp3, proteina intracelular que atua como regulador génico para aoirttuca
fendtico Teq (Antony e Restifo, 2005).

Os mecanismos supressivos das célulgsv&m sendo amplamente estudados

em modelosn vitro e in vivo e incluem o contato célula-célula e a producédo de

fatores soltuveis (Zou, 2006). No microambiente tumoral, as célugspddem
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induzir a supressao através da inducao da producéo de IL-10 oh p&&s células
locais, como as APCs e células T (Zou, 2006). A expressdo duaede alta
afinidade da IL-2 pelas célulasdresulta no consumo competitivo por esta citocina
entre as células,dy e as demais células, resultando na limitagédo da oferta-2@dL
ambiente tumoral e consequente diminuicdo na expansdo das cél@latoiy e
Restifo, 2005; Zou, 2006). Além disso, a IL-2 tem um importante papel na
manutencao, expansao e ativagéo das funcdes supressivas das ggliBabkédifold

et al., 2005). As células.ltambém exercem seus efeitos supressivos atraves da lise
direta de células T e APCs via liberacdo de perforinasnzigrna B, pela inducéo de
IDO (indoleamina 2,3-digoxigenase) - enzima que degrada o tripofhaéiulas
APCs e inibe a ativagdo das células T, através da intecagd CTLA-4 e via
inducéo de B7-H4 nas APCs, resultando no bloqueio do ciclo celular nasscElel
consequentemente na inibicdo de sua resposta (Zou, 2006). Dessa faréhalaas
Tieg podem controlar as respostas imunes através da inibicdo tantoluas @é
guanto das APCs.

Além das células d; as céelulas NKT tambéem participam do controle das
respostas imunes, especialmente em camundongos, incluindo a manutencdo da
autotolerancia e imunovigilancia tumoral (Tupin et al., 2007). As ceNIKE co-
expressam receptores de células T e receptores tipicosuties ¢¢K na superficie
celular e sdo capazes de secretar um painel de citocinasrggulatérias incluindo
IL-4, IL-10, IL-13 e IFNg (Smyth et al., 2002). Estas células reconhecem antigenos
lipidicos e glicolipidicos apresentados em associacdo a molébdld, @ma familia
de moléculas apresentadoras de antigenos (Wu et al., 2003; Tupi né&t7alS@9th
et al.,, 2000). Wu e colaboradores (2003) demonstraram que as célulasadKT

capazes de reconhecer o gangliosideo GD3 associado a molédda réfultando
14



na producdo de IL-4, IL-10 e IFYlpor estas células. O GD3 é um gangliosideo
abundantemente expresso em tumores humanos de origem neuroectodgmmica ¢
0S melanomas e sarcomas, mas pouco expresso nas células ndonaipraneiro
ligante natural descoberto para as células NKT (Wu et al., 2003udds
demonstram que o efeito antitumoral da IL-12 depende da participasacélulas
NKT. Estas células sdo capazes de responder ao estimulo da riieg®o em
baixas concentra¢gfes da citocina, devido a expressao constitutitasdaiatis de
receptores para IL-12 e, dessa forma, sdo capazes decitaaiproducao de IFNy-
que ira atuar sobre as ceélulas NK, APC e células T (Smyh, €002). Além dos
seus efeitos na imunidade antitumoral, as células NKT podem tafalvénecer o
desenvolvimento de respostas do tipo Th2 quando estimuladas via receptat, de |
resultando na producao de IL-4 e IL-13 (Smyth et al., 2002).

Entre as citocinas produzidas para regular a resposta imurexaiess a IL-
10 e 0 TGH. O TGFb € um potente fator limitante do crescimento celular,
controlando a proliferagdo de células epiteliais, hematopoiéticasdeteliais, e
favorecendo a formacéo da matriz extracelular pelas céhdasnquimais (Roberts,
1998). A IL-10 é uma citocina regulatéria, produzida por linfécitos Toditds B e
macroéfagos ativados para limitar a resposta imune celular, inibgdtividades e a
producao de citocinas pelas APC (Mocellin et al., 2001; Pretolahi 4989). Sua
acdo provoca diminuicdo da expressdao de MHC de classe Il e raslémH
estimulatérias, contribuindo para a inibicdo da resposta de linfaci{bocellin et
al., 2001). Embora classicamente referida como uma citocina imuretd@gla IL-
10 pode apresentar efeitos imunoestimuladores, favorecendo a proliferacédo
atividade de CTL, bem como a ativacao de células NK e LAKdRre et al., 1999;

Groux et al., 1999). Fuijii e colaboradores (2001) observaram que a IL-iMilesk
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proliferacdo de CTL, bem como a formacéo de linfocitos T@@8memoria com
capacidade de responder rapidamente aos antigenos especificos.

Assim, podemos hipotetizar que a maior resisténcia ao desenvolvimento de
tumores nos animais AIRmax seja resultado ndo apenas da intercidpoEcesso
inflamatorio, mas de sua capacidade em estimular mais intemsaeproducao de
citocinas pro-inflamatorias, visto que as células efetoras imzomas células NK e
CTLs séao favorecidas pela presenca de tais citocinase Des$o, 0 presente projeto
foi formulado com oobjetivo de verificar a atividade NK, quantificar
subpopulacdes de linfécitos T, a populagdo de NKT e e a produgdo de
citocinas nos animais AlIRmax ou AIRmin inoculados com células de

melanomas murinos.
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Resumo:

Animais selecionados de acordo com a intensidade da sua resposta
inflamatoria aguda (AIR) a poliacrilamida, foram inoculados s.c. com células
de melanoma B16F10 ou S91. Aos 7, 14 ou 30 dias, os animais foram
sacrificados para obtengdo do bago e avaliagéo do nimero de célulasT, Tyeg,
NK e NKT, por citometria de fluxo, e do perfil de algumas citocinas (ELISpot).
Os resultados demonstraram que os animais AIRmax apresentaram maior
incidéncia do melanoma B16F10, associado ao aumento do numero de
células Treg, € também incidéncia elevada do melanoma S91, associada ao
aumento da producédo IL-10 e reducdo de IFN-g em relacdo aos animais
AIRmin. Estes resultados permitem inferir que a sensibilidade ao
desenvolvimento de melanomas pode ser resultado de alteracbes nos
mecanismos regulatérios da resposta imune, que neste caso, inibiram o

desenvolvimento de uma resposta eficiente nos animais AIRmax.
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1. Introducéo

A linhagem AIR (acute inflammatory response) foi desenvolvida através
de selecéo genética bidirecional para uma forte (AIRmax) ou fraca (AIRmin)
resposta inflamatéria aguda. A selecdo foi realizada a partir de uma
linhagem fundadora Fo, altamente polimorfica, gerada pelo intercruzamento
de oito linhagens de camundongo isogénicos (A, DBA2, P, SWR, SJL, CBA,
BALB/c e C57BL/6) [1]. O processo seletivo baseou-se na concentracdo de
células e proteinas presentes no exsudato inflamatério gerado pelo indculo
subcutaneo de particulas de poliacrilamida (biogel), uma substancia inerte e
nao imunogénica [1]. Atualmente, essas linhagens representam um
importante modelo murino para o estudo dos componentes genéticos da
imunidade n&o-especifica que influenciam o desenvolvimento de doencas
infecciosas, autoimunes e neoplasicas [2-5].

Estudos realizados com os animais da linhagem AIR demonstram que
a selecdo genética, obtida de acordo com a intensidade da resposta
inflamatdria aguda, pode ter favorecido também a selecdo de fatores
relacionados a resposta imunolégica antitumoral. Trabalhos desenvolvidos
por Nnosso grupo demonstraram que animais AIRmax normais apresentam
maior nimero de células NK (CD49b") e células TCD8", associado a maior
atividade citotéxica contra células Yac.l e a producdo de citocinas proé-
inflamatdrias como interferon-gama (IFN-g) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), em comparacao aos animais da linhagem AIRmin [6]. Ribeiro et al.
observaram que os animais AIR apresentam diferencas quanto a
granulopoiese dos neutrdéfilos, uma vez que os animais AIRmax normais sao

capazes de produzir maiores niveis mais elevados de fatores de crescimento
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e quimiotaticos para neutrofilos que os animais AIRmin [7]. Além disso, 0s
autores observaram que neutrofilos dos animais AIRmax sao mais
resistentes a apoptose [7].

Estudos prévios relatam que esses animais apresentam diferencas
quanto ao desenvolvimento de tumores, quimicamente induzidos ou
transplantaveis, e quanto a infeccdo por microrganismos patogénicos
intracelulares. Nesse sentido, Biozzi et al. [8] observaram que 0s animais
AIRmax submetidos ao processo de carcinogénese quimica de pele induzido
por 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) e 12-O-tetradecanoil-forbol-13-
acetato (TPA), apresentam menor incidéncia e multiplicidade tumoral que os
animais da linhagem AIRmin [8]. No modelo de carcinogénese pulmonar
induzido por uretana [9], DMBA [10] ou 1,2 dimetilhidrazina (DMH) [10] os
animais AIRmax também se mostraram mais resistentes que os AIRmin ao
desenvolvimento de adenomas e adenocarcinomas e, nesse caso, as
divergéncias pareceram estar relacionadas com a segregacdo de alelos
suscetiveis (nos AIRmin) ou resistentes (nos AIRmax) para a regido de
suscetibilidade para adenoma pulmonar (PAS-1). Além disso, 0os animais
AlIRmax séo resistentes ao desenvolvimento de metastases de melanomas
murinos (B16F10) e humanos (SKMel-28) e o tratamento destes animais
com drogas anti-inflamatérias ndo esteroides (aspirina e nimesulide) altera
esse perfil, aumentando em 60% a incidéncia de metastases nestes animais
[5]. No entanto, a suscetibilidade a neoplasias parece depender do tipo
orgdo-alvo, uma vez que o0s animais AIRmax s80 mais sensiveis a

carginogénese quimica de colon induzida por DMH [11]..
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Embora a resposta inflamatoria seja um evento fisiolégico do
hospedeiro, ha um consenso de que sua cronicidade pode favorecer o
desenvolvimento de uma variedade de tumores [12-15]. De fato, a presenca
de leucdcitos e outras células fagociticas no sito da inflamacdo pode
favorecer a tumorigénese devido a producdo de fatores de crescimento,
angiogénese e substancias nocivas ao DNA, como os metabdlitos reativos
do oxigénio e nitrogénio. No entanto, a resposta inflamatoria local pode
favorecer o desenvolvimento da resposta imune especifica, ha medida que
estimula a producéo de citocinas e quimiocinas pelas células imunes locais,
resultando no desenvolvimento de células T citotoxicas e T helper efetoras
[16]. Melanomas séo frequentemente infiltrados por TIL (tumour-infiltrating
lymphocytes) capazes de reconhecer antigenos tumor-associados (TAA) e
mediar a regressdo tumoral [17]. Neoplasias em estagio inicial, quando
densamente infiltradas por TIL, sdo fortemente correlacionadas com
diminuicdo da incidéncia de metastases e melhor progndstico para o
paciente [18].

Dessa forma, é possivel que o processo inflamatério agudo intenso,
observado nos animais AIRmax, seja responsavel pelo desenvolvimento de
resposta antitumoral subsequente, através da estimulacdo de células da
imunidade inata como as células natural killer (NK). Assim, o objetivo do
presente trabalho foi estudar o perfil imunolégico de animais AIRmax e
AIRmin inoculados s.c. com células de melanoma, avaliando a atividade de
células NK esplénicas, o numero de células T, NK, NKT e T regulatérias
(Treg) € 0 NUMero de células produtoras das citocinas TNF-a, IFN-g, IL-12,

IL-2, IL-6 e IL-10.
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2. Resultados

2.1. Andlise do desenvolvimento tumoral e metastases

O local do implante tumoral foi cirurgicamente removido e processado
histologicamente para a analise microscopica com coloracdo de
hematoxicilina e eosina. Foram considerados para a analise do crescimento
tumoral as massas tumorais com diametro superior a 1mm. Dessa forma,
observamos que aos 7 dias, o desenvolvimento tumoral de B16F10 e S91 foi
nulo em todas as linhagens (Tabela 1). A analise descritiva dos dados
obtidos aos 14 e 30 dias demonstra que os animais da linhagem AIRmiIn
apresentaram menor incidéncia do melanoma B16F10 ou S91 que os
animais da linhagem AIRmax e BALB/c (Tabela 1). Nao foram observadas
metastases na cavidade toracica e abdominal dos animais inoculados com o

melanoma B16F10 ou S91.
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Tabela 1. Incidéncia de crescimento do tumor primario dos melanomas

murinos B16F10 e S91 nos animais das linhagens AIR e BALBI/c.

Linhagem Linhagem Tumoral

Animal

Melanoma B16F10

Melanoma S91

7 dias 14 dias 30 dias 7 dias 14 dias 30 dias
AIRmax 0%* 62,5% 50% 0%* 61,53% 58,3%
AIRmin 0%* 12,5% 25% 0%* 50% 36,3%
BALB/c 0%* 37,5% 100% 0%* 50% 61,5%

* diametro tumoral <1mm
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2.2. Atividade citotoxica

Como pode ser observado na Figura 1, o inéculo de células B16F10
nado provoca alteracdes significativas na atividade NK ao longo do
desenvolvimento tumoral (7,14 e 30 dias). O tumor S91, por sua vez
provocou reducdo da atividade NK esplénica no periodo mais precose
(AIRmax S91: 2,65 £ 0,00% vs Controle: 23,41 + 17,12%; AIRmin S91: 13,86
+ 7,59% vc Controle: 24,37 + 22,95%), ainda que a analise estatistica tenha
revelado reducéo significativa apenas nos animais BALB/c (S91 3,61 *
3,57% vs Controle 24,19 + 12,21%). Aos 14 e 30 dias, os animais AIRmax e
BALB/c inoculados com S91 tiveram a atividade litica restaurada, enquanto
0s animais AIRmin mantiveram o perfil mais baixo que o controle (14 dias:

AIRmin S91: 4,94 + 4,09% vs Controle: 14,85 + 5,25%).

35



Hl B16F10 s91 [ ] controle

7 dias
50
_§ 40 a
‘o
2 30 (
3
g 20 T B
S E N\l
0 s INN\NAEET  FNXW
AIRmax AIRmIN BALB/c
Hl B16F10 S91 [ ] controle
50 - 14 dias
40
S
5‘5 30 -
3 a
2 20 - | T T
(O]
CHEN E N\
S
; N N N
ARmax

AIRmMIN BALB/c

l s16F10 s91 [ ]controle

30 dias

]
o
]

N
o
I

w
o
|

% lise especifica
= N
o o
]
—
—
>

[ 1]

T
N s

AlRmax AIRmin BALB/c

o

Figura 1. Atividade citotoxica de células esplénicas de camundongos da linhagem
AIR e BALB/c (n=6) avaliada pela atividade da lactato-desidrogenase e detectada por
método colorimétrico ndo radioativo. Os valores estdo representados em média% =+
SD da lise especifica contra células Yac.l na proporcao efetora:alvo de 40:1. As
letras minUsculas representam diferencas entre os tratamentos em cada linhagem
(a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam diferencas entre as linhagens, de

acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).
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2.3. Quantificacdo de células produtoras de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a e

IFN-g

Os animais das linhagens AIR inoculados com células de melanoma
B16F10 ou S91 foram avaliados quanto ao numero de células esplénicas
produtoras de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a e IFN-g pela técnica de
ELISpot, apds 7, 14 ou 30 dias de implantacdo tumoral.

A andlise do nimero de células produtoras de IL-6 (células IL-6%)
demonstrou que aos 7 dias, animais AIRmax, AIRmin e BALB/c implantados
com melanoma S91 tiveram maior nimero de células IL-6" que seus
respectivos grupos controle (AIRmax S91 626,44+106,37 vs Controle
319,82+97,22; AIRmin S91 539,88+89,70 vs Controle 379,87+33,14; BALB/c
S91 632,25+197,01 vs Controle 362,31+94,53). A implantacdo de células
B16F10 promoveu ligeiro aumento no nimero de células IL-6" nos animais
AIRmax e AIRmin (0,05<p<0,1), ao passo que entre os animais BALB/c essa
diferenca foi estatisticamente significativa (BALB/c B16F10 693,08+39,70 vs
Controle 362,31+£94,53) (Figura 2).

Nos periodos seguintes de analises, apenas o0 grupo AIRmin S91
manteve a diferenca em relagdo ao seu grupo controle (14 dias: AIRmin S91
564,24+175,98 vs Controle 385,23+80,07; 30 dias: AIRmin S91
705,45+96,89 vs Controle 464,22+181,42). Tanto a linhagem AIRmax,
quanto AIRmin inoculados com melanomas S91 apresentaram maior nimero
de células esplénicas IL-6" no 14° e 30° dia, enquanto que para 0 grupo
B16F10, o numero de células secretoras foi semelhante nos trés periodos

avaliados (Figura 2).
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Figura 2. Quantificacdo do nimero de células esplénicas produtoras de IL-6 pela
técnica do ELISpot. Os valores estdo expressos como média spots/2x10°cel + SD
(n=14). As letras minUsculas representam diferencas entre os tratamentos em cada
linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam diferengas entre as
linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).
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A andlise das células secretoras de TNF-a demonstrou que nao
houve diferenca entre AIRmax e AIRmin no periodo de 7 dias (Figura 3). Aos
14 dias houve queda no numero de células produtoras de TNF-a na
linhagem AIR implantados com melanoma S91 (AIRmax 112,44+55,84 vs
Controle 270,39£112,39). No entanto, aos 30 dias observamos aumento nos
animais AIRmin S91 (AIRmin S91 438,33+85,16 vs Controle 331,03+41,55)
(Figura 3).

Em relacdo ao numero de células produtoras de IFN-g (IFN-g"),
observamos que, aos 7 dias, a implantacdo de células S91 induziu aumento
no nimero de células IFN-g" tanto na linhagem AIR, quanto BALB/c (AIRmax
S91 252,21+78,51 vs Controle 99,90+62,21; AIRmin S91 296,41+96,58 vs
Controle  103,34%56,71; BALB/c S91 266,73+95,29 vs Controle
162,63450,77). Nesse periodo, observamos que animais AIRmMax
responderam com aumento do nimero de células IFN-g' tanto & implantacgéo
de células B16F10 (AIRmax B16F10 228,23+92,47 vs Controle
99,90+62,21), quanto S91. Animais AIRmin mostraram o mesmo perfil de
resposta, embora a andlise estatistica tenha revelado significancia apenas
para os animais inoculados com S91 (Figura 4). Aos 14 dias, chamou a
atencéo a drastica reducdo no nimero de células IFN-g" dos animais AIRmax
e AIRmin implantados com S91. A analise dos dados obtidos aos 30 dias,
indica que o nimero de células IFN-g" normaliza-se no grupo AIRmax S91 e
leva a um expressivo aumento no grupo AIRmin S91 (AIRmax S91
252,19+142,00; AIRmin S91 526,36+201,97; AIRmin Controle 188,67+66,17,

BALB/c S91 225,00+154,17) (Figura 4).
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Figura 3. Quantificagdo do nimero de células esplénicas produtoras de TNF-a pela
técnica do ELISpot. Os valores estdo expressos como média spots/2x10°cel + SD
(n=12). As letras minUsculas representam diferencas entre os tratamentos em cada
linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam diferengas entre as
linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).
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Figura 4. Quantificagdo do nimero de células esplénicas produtoras de IFN-g pela
técnica do ELISpot. Os valores estdo expressos como média spots/2x10°cel + SD
(n=13). As letras minUsculas representam diferencas entre os tratamentos em cada
linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam diferencas entre as
linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).
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Com relacéo a producao de IL-2, uma caracteristica geral observada
nos trés periodos de analises, foi o aumento do numero de células
produtoras desta citocina (IL-2") nos animais com tumor (B16F10 ou S91)
em relacdo aos seus controles. Assim, aos 7 dias, a linhagem BALB/c
implantada com melanoma apresentou um aumento significativo de células
IL-2" em relacdo ao grupo controle (BALB/c B16F10 207,70+52,68; BALB/c
S91 232,86+77,83; BALB/c Controle 42,38+23,24). Comportamento
semelhante foi observado entre os esplendcitos dos animais AIRmax
implantados com tumor em comparacdo ao seu controle (AIRmax B16F10
107,45+66,18; AIRmax S9190,60+30,22; AIRmax Controle 21,04+13,48).
Chama a atencdo o fato de que, nesse periodo, o numero de células
produtoras de IL-2 nos animais BALB/c implantados com melanoma é
visivelmente superior a resposta ao tumor desenvolvida tanto por animais
AIRmax, quanto para animais AIRmin (Figura 5).

Diferengas significativas entre animais implantados com tumor e
seus respectivos controles foram observadas também aos 14 (AIRmax
B16F10 79,04+31,33 e S91 76,00+43,98 vs Controle 38,32+15,27; AIRmin
B16F10 65,74+22,66 e S91 76,13+29,07 vs Controle 14,28+7,30; BALB/c
B16F10 109,06+22,72 vs Controle 48,07+£25,84) e 30 dias, a excec¢do dos
animais AIRmax aos 30 dias (AIRmin B16F10 186,67+47,61 e S91
89,00£26,01 vs Controle 31,88+15,10; BALB/c B16F10 148,25+93,32 e S91
97,39+23,11 vs Controle 53,75+£34,31) (Figura 5).

A ocorréncia de células produtoras de IL-10 e IL-12 foi bastante
discreta nos 3 periodos, observando-se apenas diferengas pontuais entre os

grupos AIRmax S91 e AIRmin S91 no periodo de 30 dias (Figuras 6 e 7).
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Figura 5. Quantificacdo do nimero de células esplénicas produtoras de IL-2 pela
técnica do ELISpot. Os valores estdo expressos como média spots/2x10°cel + SD
(n=14). As letras minlsculas representam diferengas entre os tratamentos em cada
linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam diferencas entre as
linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).
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técnica do ELISpot. Os valores estdo expressos como média spots/2x10°cel + SD
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2.4. Quantificacdo de células CD3*, CD4", CD8', CD4'/CD25",

CD3*/CD49b" e CD49b" em suspensao de células esplénicas

Como pode ser observado na Figura 8, o in6culo de células S91 ou
B16F10 induziu aumento de células CD3" no bago dos animais BALB/c, no
periodo mais precose de avaliacdo (BALB/c S91 43,28 = 4,22%; BALBI/c
B16F10 36,52 + 4,07%; BALB/c Controle 19,90 £ 5,94%), retornando aos
niveis de normalidade apds 14 e 30 dias. Essa reacdo ao implante tumoral
nao foi observada nos animais AIR nos dois periodos iniciais de avaliacao e,
apenas aos 30 dias pos-implante, os animais AIRmax inoculados com o
tumor S91 apresentam reducdo no numero de células esplénicas CD3"
(AIRmax B16F10 30,69 + 4,71%; AIRmax S91 18,62 * 4,65%; AIRmax
Controle 32,94 £ 2,45%). Tomados em conjunto, os dados indicam que o0s
animais AIR ndo apresentam diferencas entre si quanto ao numero de
células CD3" no bago, diferenca somente observada na avaliacdo aos 14

dias (AIRmax Controle 39,55 * 5,46%; AIRmin Controle 25,89 + 4,28%).
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Figura 8. Numero relativo de células CD3" esplénicas de animais da linhagem AIR e
BALB/c (n=8) avaliados por FACS. Os valores estdo expressos em média% + SD da
populacdo especifica. As letras mindsculas representam diferencas entre os
tratamentos em cada linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam
diferencas entre as linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).
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Na Figura 9, apresentamos os valores da quantificacdo das células
CD4" no bago dos animais da linhagem AIR e BALB/c. Aos 7 dias,
observamos que a presenca dos melanomas, B16F10 ou S91, resultaram
em valores elevados de células T CD4" nos animais da linhagem BALB/c,
em relacdo aos animais da linhagem AIR (AIRmax B16F10 20,60 + 4,39;
AIRmax S91 15,76 + 0,87; AIRmin B16F10 14,41 + 0,90; AIRmin S91 17,16
+ 2,91; BALB/c B16F10 25,58 + 1,96; BALB/c S91 26,60 + 2,83). Aos 14
dias, observamos que os animais da linhagem BALB/c apresentaram valores
mais elevados de CD4" que os animais da linhagem AIRmin para os grupos
controle (AIRmin Controle 16,76 + 4,48%; BALB/c Controle 27,12 + 3,07%) e
portadores do melanoma S91 (AIRmin S91 18,23 + 3,58%; BALB/c S91
28,41 £ 4,77%). Aos 30 dias, observamos que o grupo AIRmax S91 (12,00 +
2,97%) apresentou uma diminuicio do nimero de células CD4" em
comparacao aos grupos AIRmax B16F10 (19,65 + 1,56%), AIRmax Controle
(22,07 + 4,47%) e BALB/c S91 (23,74 * 2,63%). Observamos também que o
grupo controle da linhagem BALB/c apresentou valores mais elevados de
células CD4" que os animais dos grupos controle da linhagem AIR (AIRmax
Controle 22,07 = 4,47%; AIRmin Controle 16,82 + 1,70%) e BALB/c S91
(23,74 = 2,63%). Com relacdo ao melanoma S91, observamos que sua
presenca resulta em diferencas quanto ao nimero de células CD4" entre as
linhagens AIRmin e BALB/c (AIRmin S91 15,18 + 1,27%; Balb/c S91 23,74 +
2,63%). Acompanhando o perfil de células CD3", ndo foram observadas
diferencas entre os animais AIRmax e AIRmin, independentemente do tumor

inoculado.
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Figura 9. Numero relativo de células CD4" esplénicas de animais da linhagem AIR e
BALB/c (n=8) avaliados por FACS. Os valores estao expressos em média% + SD da
populagdo especifica. As letras minUsculas representam diferencas entre os
tratamentos em cada linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam
diferencas entre as linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).

49



Na Figura 10, observamos que, no periodo mais precose da avaliacao,
as células CD8" também mostram-se elevadas no bago dos animais BALB/c
inoculados com S91 (BALB/c S91 16,51 = 3,01; BALB/c Controle 9,91 +
4,45) com normalizacdo aos 14 e 30 dias. Os animais do grupo controle da
linhagem AIRmax e BALB/c também apresentaram diferencas significativas
quanto ao nimero de células CD8" (AIRmax Controle 16,20 + 3,20; BALB/c
Controle 9,91 + 4,45). Chama a atencdo o menor numero relativo de células
CD8" nos animais AIRmin aos 14 dias de avaliagdo (AIRmin B16F10 6,72 +
1,17%; AIRmin S91 8,07 £ 0,90%; AIRmin Controle 9,04 + 2,24%).

A quantificagdo de células T,ey CD4"/CD25" (Figura 11) mostrou que,
aos 7 dias, a implantacdo do melanoma B16F10 nos animais AIRmax
resultou no aumento da populagédo de células TCD4/CD25" em relagéo aos
animais AIRmin e BALB/c (AIRmax B16F10 3,92 + 0,58; AIRmin B16F10
2,89 + 0,57; BALB/c B16F10 2,79 + 0,43). A presenca do melanoma S91,
entretanto, resulta na inversdo deste perfil com os animais AIRmax S91
apresentado valores inferiores aos observados nos animais AIRmin e
BALB/c (AIRmax S91 1,48 + 0,21; AIRmin S91 2,94 + 0,66; BALB/c S91 2,77
+ 0,50). Aos 14 dias, observamos que as linhagens AIRmax e AIRmin
diferem entre si na presenca do melanoma B16F10 (AIRmax B16F10 2,64 +
1,14%; AIRmin B16F10 0,87 + 0,38%), observando-se também pequena
diferenca entre os controles de AIRmin e BALB (AIRmin Controle 1,38 +
0,86%; BALB/c Controle 2,70 £ 0,92%). Aos 30 dias, observamos que 0s

animais do grupo controle da linhagem AIRmax (2,51 + 0,76%) apresentam
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maior nimero de CD4'/CD25" que os animais do grupo Balb/c Controle
(0,91 + 0,40%).

A quantificacdo de células NKT através da dupla marcacdo com
anticorpos anti-CD3 e anti-CD49b (Figura 12) indicou que aos 7 dias os
animais do grupo controle da linhagem BALB/c apresentaram maior
quantidade de células CD3*/CD49" que os animais da linhagem AIR
(AIRmax Controle 2,02 + 0,56%; AIRmin Controle 1,77 = 0,26%; BALB/c
Controle 5,16 * 2,24%). Animais BALB/c portadores de tumor também
apresentaram reducdo no numero de células NKT (BALB/c B16F10 2,81 +
2,46; BALB/c S91 1,44 + 0,36%). Aos 14 dias, observamos que nao houve
diferenca quanto ao nimero de células CD3'/CD49" esplénicas entre as
linhagens ou presenca de tumor. No entanto, aos 30 dias, observamos que
tanto os grupos S91 quanto os grupos controles dos animais da linhagem
BALB/c (BALB/c S91 3,83 = 0,70%; BALB/c Controle 3,03 = 1,25%)
apresentaram valores elevados de células CD3"/CD49" em comparag&o aos
animais da linhagem AIR (AIRmax S91 1,39 + 0,88%; AIRmax Controle 1,34

+ 0,19%; AIRmin S91 1,26 + 0,21%; AIRmin Controle 1,30 % 0,47%).

51



Hl B16F10 s91 [ ] controle

18§
M BisF10 RN s91 [ ]controle |
2 1 s B T \
M s16r10 N s91 [ controle |
& ‘a Bb I B AT
G I

2

3

M N \

AlIRmax AIRmIn BALB/c

Figura 10. Numero relativo de células CD8" esplénicas de animais da linhagem AIR e
BALB/c (n=8) avaliados por FACS. Os valores estao expressos em média% + SD da
populagdo especifica. As letras minUsculas representam diferencas entre os
tratamentos em cada linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam
diferencas entre as linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).
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Figura 11. Numero relativo de células CD4'/CD25" esplénicas de animais da
linhagem AIR e BALB/c (n=8) avaliados por FACS. Os valores estdo expressos em
média% + SD da populacdo especifica. As letras minlsculas representam diferencas
entre os tratamentos em cada linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas
representam diferencas entre as linhagens, de acordo com o tratamento (A>B,
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Figura 12. Numero relativo de células CD3"/CD49b" esplénicas de animais da
linhagem AIR e BALB/c (n=9) avaliados por FACS. Os valores estdo expressos em
média% + SD da populacao especifica. As letras mindsculas representam diferencas
entre os tratamentos em cada linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas
representam diferencas entre as linhagens, de acordo com o tratamento (A>B,
p<0,05).



Na Figura 13, podemos observar que, aos 7 dias, os animais do grupo
controle das linhagens AIR apresentaram valores elevados de células
CD49b" em relagdo aos animais do mesmo grupo da linhagem BALB/c
(AIRmax Controle 6,01 + 1,14%; AIRmin Controle 6,30 = 1,90%; BALB/c
Controle 2,98 + 1,46%). Na presenca do melanoma, observamos que
animais AIRmax e BALB/c apresentaram diferencas significativas ap0s o
inoculo com B16F10 (AIRmax B16F10 6,29 + 0,84%; BALB/c B16F10 3,76 +
1,90%). Aos 14 dias, nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos e aos 30 dias, observamos que a presenca do melanoma B16F10
resultou em maior nimero de células CD49b" nos animais da linhagem
AIRmax, em comparacdo a linhagem BALB/c (AIRmax B16F10 4,86 *

0,65%; BALB/c B16F10 2,34 + 0,57%).
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Figura 1 3. Numero relativo de células CD49b" esplénicas de animais da linhagem
AIR e BALB/c (n=9) avaliados por FACS. Os valores estdo expressos em média% =
SD da populacao especifica. As letras mindsculas representam diferencas entre os
tratamentos em cada linhagem (a>b, p<0,05). As letras mailsculas representam
diferencas entre as linhagens, de acordo com o tratamento (A>B, p<0,05).



3. Discusséo

Os animais da linhagem AIR tém se mostrado como modelo murino
bastante (til para o estudo da participacdo do processo inflamatorio na
tumorigénese e no desenvolvimento de doencas autoimunes e infecciosas
[2-5, 8-11]. Estudos prévios demonstram que o0s animais da linhagem
AIRmax apresentam resisténcia ao desenvolvimento de tumores de pele e
pulm@o quimicamente induzidos [8-11], bem como ao desenvolvimento de
metastases de melanomas transplantaveis [5]. Com o objetivo de
compreender a influéncia do processo inflamatorio agudo no
desenvolvimento de tumores, 0 presente estudo avaliou a participacdo das
células NK, Ty € NKT na resposta imune dos animais AIR durante o
desenvolvimento do melanoma B16F10 e S91.

De maneira geral, a presenca dos melanomas parece ter sido capaz de
modular a resposta imune sistémica dos animais AIR e BALB/c, em relag&o
aos controles, principalmente através da producdo de algumas citocinas
como IL-2, IL-6, TNF-a e IFN-ge também por alteracbes de algumas
subpopulacdes celulares como as células CD3" e CD8". Observamos ainda
que, o melanoma murino S91 parece ser mais imunogénico, induzindo
alteracdes mais intensas na producdo de citocinas que as observadas nos
animais inoculados com melanoma B16F10. De fato, estudos demonstram
que os melanomas séo capazes de ativar a resposta imune do hospedeiro
através da inducdo de uma resposta imune especifica contra seus TAAs
(gp100, gp75, MART-1 e tironisinases) [17, 19] e pela producdo de fatores

de crescimento e imunoregulatérios como fator basico de crescimento de
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fibroblasto (bFGF), fator de crescimento e transformacéao alfa a beta (TGF-
a e TGF-b), IL-8 e IL-10 [19-21].

Neste estudo, utilizamos duas linhagens de melanomas murino
transplantaveis, a B16F10 e S91. A linhagem S91 (H-2% é originaria dos
animais DBA/2, enquanto que a linhagem B16F10 (H-2°) é derivada de
tumores malignos espontaneos de animais C57BL/6 [5, 22]. A linhagem
B16F10 apresenta muitas caracteristicas que correspondem as metastases
humanas e, por este motivo, € muito utilizada em modelos experimentais de
imunoterapia do céancer [23]. A sele¢éo destas linhagens foi baseada nos
haplétipos H-2, uma vez que os animais AIRmax sdo predominantemente
H-2°, enquanto que os AIRmin s&o H-2° [5]. Entretanto, diferentemente do
observado por Maria et al. [5], as linhagens AIR apresentaram alta
frequéncia de desenvolvimento de tumores primarios quando transplantados
com células B16F10 ou S91 e total auséncia de metastases no pulmao,
figado e rins. E possivel que essas diferencas se devam a caracteristicas da
propria linhagem AIR, visto que no presente trabalho foram utilizados
animais da 432 a 452 geracdo, enquanto que nos estudos de Maria et al.
foram utilizados animais da 242 a 262 geracao. Visto tratar-se de animais nao
isogénicos, apesar do processo seletivo para o caracter escolhido, é
possivel sugerir que alguns dos genes segregados em associacdo com 0s
genes de inflamacdo aguda tenham sido perdidos ao longo dos
cruzamentos. Outra possibilidade para explicar tal diferenca é que a
manutencdo das linhagens de melanoma em cultura pode favorecer a
selecdo de variantes com baixa imunogenicidade. Esta visdo € reforcada

pelo fato de que animais BALB/c (H-2% foram suscetiveis as 2 linhagens
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tumorais (H-2% e H-2°). Assim, seria interessante investigar se as linhagens
usadas apresentam alteracdo na expressdo das moléculas de
histocompatibilidade.

Com relacéo as linhagens AIR, observamos que os animais AIRmax
apresentam maior incidéncia do melanoma B16F10 que os animais AIRmin,
associado ao aumento da populacdo de células TCD4'/CD25". As células
TCD4'/CD25" podem representar duas populagdes de linfécitos: células
TCD4" ativadas (Th ativados) ou células Trec [24]. Apesar de n&o termos
detectado diferencas quanto a producéo de citocinas entre os animais AIR
inoculados com B16F10, € possivel que o numero elevado de células
TCD4'/CD25" nos animais AIRmax represente alteracdes da populagdo de
Trec Qque, consequentemente, pode ser responsavel pela limitacdo do
desenvolvimento de uma resposta imune antitumoral eficiente.

As células Ty S840 uma subpopulagdo de linfocitos T responsaveis pela
manutencao da tolerancia periférica, bem como pela supressédo da resposta
imune contra antigenos nao proéprios [25]. Além da expressdo de CD4 e
CD25, estas células expressam constitutivamente altos niveis de receptor de
TNF induzido por glicocorticéide (GITR) e antigeno 4 associado aos
linfécitos T citotoxicos (CTLA-4) [24, 26]. Os mecanismos de supressao das
células T,y parecem envolver a competicdo pela IL-2, uma vez que as
células Ty expressam receptores de alta afinidade para esta citocina,
contato célula-célula, através da interacdo do CTLA-4 com as moléculas co-
estimulatorias CD80 e CD86 nas células T ou APCs, e producgédo de citocinas

supressivas como a IL-10 e o TGF-b [27]. Além disso, a presenca destes

fatores supressores (TGF-b e IL-10) pode favorecer a formacao de células
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Treg diretamente, a partir da diferenciacdo de células TCD4'/CD25 em
células TCD25", ou indiretamente, por interferir na diferenciacéo e funcéo
das células dendriticas locais, resultando em células dendriticas com
capacidade de estimular a diferenciagdo das Teq [26].

A incidéncia do tumor primario S91 também foi mais elevada nos
animais AIRmax e, para nossa surpresa, observamos que estes animais
apresentaram diminuicdo do nimero de células TCD4'/CD25" e de células
produtoras de IFN-g e aumento na populacdo de células TCD8" e de células
produtoras de IL-10 e IL-12. A primeira vista esses resultados parecem
contraditorios, visto que uma redugdo de células T4, deveria resultar em
aumento de células IFN-g" e diminuicdo de células IL-10". Assim, visto que
nao fizemos a analise da expressdo de Foxp3, é possivel que essas células
CD4'/CD25" representem células T ativadas, cuja reducéo induzida por S91,
resulta em menor nimero de células IFN-g" e aumento de células IL-10".
Outro ponto contraditério € o aumento concomitante de células produtoras
de IL-10 e de IL-12. Ainda que populacdes diferentes de células possam
estar produzindo tais citocinas, esperariamos um efeito antagdnico entre
estas.

Em estudos anteriores do nosso grupo, observamos que 0s animais
AIRmax normais apresentam maior atividade citotoxica, associada ao maior
nimero de células NK e TCD3/CD8" e a producdo de IL-12p40, TNF-a e
IFN-g que os animais AIRmin [6]. Entretanto, no presente trabalho
observamos que os animais AIRmax n&o foram capazes de manter a

producado destas citocinas e a atividade citotoxica quando desafiados com os
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melanomas. E importante observar também que a producédo de IFN-g pode
estar associada a protecdo ou suscetibilidade ao desenvolvimento de
doencas [2-4, 11, 28]. Nos modelos de infeccédo por Salmonella Typhimurium
e Listeria monocytogenes, a resisténcia dos animais AIRmax esta associada
a producéo de IL-6 e IFN-g [3], enquanto que, no modelo de artrite induzida
por pristane e no modelo de carcinogénese de colon, a producdo de IL-6,
IFN-g e TNF-a esta relacionada a suscetibilidade dos animais AIRmax ao
desenvolvimento destas doencas [4, 11].

No presente trabalho, os animais BALB/c foram utilizados como
controle do perfil da resposta, uma vez que esta linhagem participou da
formacao da populagéo Fo que originou os animais AIR [1]. De acordo com
os resultados obtidos nos grupos controles, observamos que a linhagem
BALB/c apresenta numeros elevados de células NKT e uma diminui¢do da
populacdo de células NK em relacdo as linhagens AIR. Além disso, 0s
animais BALB/c apresentam aumento das células produtoras de IFN-g e
IL-2, em relagdo aos animais da linhagem AIRmax e AIRmin,
respectivamente.

A IL-2 é o principal fator de crescimento de célula T e esta associado a
ativacdo de células TCD8" e células NK [18]. Embora com sucesso limitado,
imunoterapias contra o cancer baseadas nas acdes da IL-2 ja foram
propostas ha décadas, nas quais células isoladas do sangue periférico (NK)
ou TILs (linfocitos TCD8" especificos para TAAs) sdo expandidas e ativadas
através do tratamento in vitro com IL-2 e reinfundidas no paciente para
destruicdo do tumor [24,29]. De maneira geral, as alteracdes no numero de

células produtoras de IL-2 foram acompanhadas de alteragbes nas
61



subpopulagdes de linfécitos TCD3", CD4" e CD8", corroborando com a agio
proliferativa desta citocina.

As células NKT sdo uma subpopulacdo de linfécitos T que co-
expressam receptores tipicos da linhagem de células NK [30]. Estudos
anteriores demonstram a importancia das células NKT na imunorregulacéo e
prevencdo de doencas autoimunes e na rejeicdo tumoral [31]. As células
NKT sdo responsaveis pela ligacdo da resposta imune inata a especifica
através da secrecao de citocinas imunorreguladoras como IL-4, IL10, IL-13 e
IFN-g [31]. Kawamura et al. [32] demonstraram que o efeito antitumoral da
IL-12 pode ser mediado pela acdo conjunta das células NKT e NK, uma vez
gue as células NKT expressam constitutivamente altos niveis de receptores
para IL-12 e, dessa forma, sdo mais sensiveis as baixas concentragdes
desta citocina [31]. Assim, baixos niveis de IL-12 seriam suficientes para
estimular as células NKT, favorecendo a producgéo de IFN-g por estas células
e resultando na ativacéo das células NK, TCD8" e macrofagos [30,31]. Além
disso, de acordo com as caracteristicas do microambiente tumoral, as
células NKT podem inibir a resposta imune tumoral através da secrecédo de
IL-4 e IL-13 [31]. As células NK sdo um dos mediadores da resposta imune
inata, responséaveis pela defesa do hospedeiro contra doencas infecciosas e
neoplasias [32]. Estas células sdo capazes de destruir seus alvos
espontaneamente, sem necessidade de estimulacdo prévia e de modo
independente do MHC de classe | [33, 34], exercem a¢ao microbicida e sé&o
responsaveis pela ativacdo de outras células do sistema imune [32-34].
Assim, as diferengas observadas entre os animais AIR e BALB/c quanto a

populacdo de células NK e NKT pode refletir diferengcas quanto ao
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desenvolvimento de uma resposta imune eficiente, uma vez que as ceélulas
NKT séo importantes para o estimulo inicial da resposta imune.

Com relacdo ao desenvolvimento dos melanomas entre a linhagem
parental BALB/c e a linhagem AIRmax, observamos que, inicialmente (7 e 14
dias), os animais BALB/c parecem controlar melhor o desenvolvimento do
melanoma B16F10 com aumento da populagdo de células TCD4" e de
células produtoras de IL-2, associada a diminui¢éo de células TCD4'/CD25".
No entanto, aos 30 dias, observamos aumento da incidéncia tumoral nos
animais BALB/c, acompanhado da diminuicdo da populacdo de células NK,
apesar de apresentar aumento da atividade citotoxica. Neste caso, é
possivel sugerir que a diminuicdo das células NK parece néo ter sido
compensada pelo aumento da funcéo citotOxica nestes animais, 0 que
resultou no favorecimento do desenvolvimento tumoral. Com relacdo ao
melanoma S91, apesar de nao existir diferencas quanto ao seu
desenvolvimento nos animais AIRmax e BALB/c, observamos que os
animais BALB/c parecem responder de forma mais intensa ao estimulo, uma
vez que estes animais foram capazes de produzir IL-2, TNF-a, IFN-g,
associado ao aumento das populacdes de linfocitos TCD3™ CD4*, CD8" e
NKT.

Da mesma forma, observamos que os animais BALB/c, apesar de
apresentarem incidéncia tumoral mais elevada (aos 14 e 30 dias para o
B16F10 e aos 30 dias para o melanoma S91) que os animais AIRmin,
parecem ser capazes de reconhecer o tumor e iniciar uma resposta imune

com producdo de IL-2 e IL-12 e aumento das populacdes de CD3", CD4" e
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CD8", no entanto, falham em desenvolver um resposta imune antitumoral
eficiente.

Assim, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o
melanoma S91 parece ser mais imunogénico que a linhagem B16F10,
resultando em alteracdes mais pronunciadas quanto a producédo de citocinas
e quanto ao numero de linfocitos. Além disso, diferente do esperado, a
linhagem AIRmax parece ser mais sensivel ao desenvolvimento tumoral que
0s animais da linhagem AIRmIn e esta suscetibilidade parece ser decorrente
do aumento da populagdo de células Treg (TD4'/CD25"). Em contrapartida,
os animais AIRmin foram mais resistentes ao desenvolvimento dos
melanomas. Neste caso, vale resaltar que a baixa incidéncia do melanoma
B16F10 nos animais AIRmin pode ter sido influenciada pela compatibilidade
MHC, enquanto que para 0 melanoma S91, a resisténcia deve ser
decorrente da resposta imune do animal, uma vez que a linhagem S91
apresenta 0 mesmo haplotipo H-2 que os AIRmin. A diminuicdo do
desenvolvimento do melanoma S91 nos AIRmin foi acompanhada pelo
aumento das células TCD4'/CD25" e de células produtoras de IFN-g e
diminuicdo da producédo de IL-10. Neste caso, € possivel que as células
TCD4'/CD25" representem uma populacdo de células Th do tipo 1 ativadas
e produtoras de IFN-ge, consequentemente, a ativacdo da resposta imune
celular pode ser responsavel pela diminuigdo do crescimento tumoral.

Comparando os resultados obtidos no presente trabalho com os
resultados anteriores das linhagens AIR é possivel sugerir que, apesar dos
animais AIR terem atingido a selecdo limite para a caracteristica da

intensidade da resposta inflamatéria, 0 mesmo pode néo ter acontecido para
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os demais genes que compdem o genoma dos animais e dessa forma, as
alteracdes observadas nesta geracdo podem ser resultantes da perda de
alelos importantes para o desenvolvimento da resposta imune como
producdo de citocinas e fatores angiogénicos. Neste sentido, parece
interessante iniciar uma nova selecédo a partir da populacdo fundadora FO
com o objetivo de avaliar a atividade natural killer, a producéo de citocinas e

as subpopulacdes celulares nas geracgdes iniciais.

4. Material e Métodos

4.1. Delineamento Experimental

Os camundongos das linhagens AIRmax e AIRmin foram divididos
em grupos de 8 animais e inoculados subcutaneamente com 5x10* células
de melanoma B16F10 ou S91 no flanco direito. Os grupos controles foram
formados por animais normais, tratados apenas com salina. Aos 7, 14 ou 30
dias apos a implantacéo das células tumorais, os animais foram sacrificados
para avaliacdo dos parametros imunologicos. Pulméo, figado e rins também
foram retirados para avaliagdo macroscopica quanto a ocorréncia de
metastases. Uma terceira linhagem de camundongos, BALB/c, foi utilizada
como controle do perfil de resposta, sendo submetida ao mesmo protocolo

citado.

4.2. Animais
Os animais das sele¢cdes AIRmax e AIRmin, obtidos do Laboratério de

Imunogenética do Instituto Butantan — S&o Paulo, foram mantidos em caixas
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de polipropileno, com ragdo e agua ad libitum em ambiente com ciclo de
claro/escuro de 12/12 horas e temperatura controlada de 22° + 1° C. Os
grupos foram constituidos de 8 animais machos da 432 - 452 geracao e com
8-12 semanas de idade. No momento do sacrificio os animais foram
anestesiados com 0,1 ml de pentobarbital sédico a 4% para obtencdo do
sangue total por punc¢éo cardiaca e retirada do baco, figado, pulméo e rins.
Os animais da linhagem BALB/c foram provenientes do CEMIB — UNICAMP
— Campinas/SP e mantidos nas mesmas condi¢cfes citadas anteriormente.
Todos os experimentos envolvendo 0s animais seguiram as recomendacgdes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade

de Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo n° 440).

4.3. Cultura de células dos melanomas murino B16F10 e S91

As células de melanoma murino B16F10 foram obtidas
comercialmente do Banco de Células do Rio de Janeiro e as células da
linhagem S91 foram cedidas pelo Prof. Dr. Durvanei Augusto Maria do
Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan — Sdo Paulo.

Aliguotas das células B16F10 e S91 criopreservadas em nitrogénio
liquido, foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Rapidamente as
células foram transferidas para tubo estérii com 10ml de meio DMEM
(Cultilab, Campinas — SP, Brasil) com 25 mM HEPES (Sigma — Aldrich, St.
Louis — MO, USA) e 50% de soro fetal bovino (SBF) (Cultilab, Campinas —
SP, Brasil) e lavadas duas vezes por centrifugacdo durante 10 minutos a

1500rpm. A viabilidade das células foi avaliada através de exclusao por Azul
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Tripan, considerando—se um minimo de 70% de células vivas para uso.
Posteriormente, as células foram cultivadas a 37°C e sob tenséo de 5% CO,,
até completar a monocamanda de células. Para o preparo do in6culo, a
monocamada de células em cultura foi descolada com tripsina (Nutricell,
Campinas — SP, Brasil), lavada por centrifugacao, ressuspendida em DMEM
e sua concentracdo ajustada para 5x10° cel/ml. Os animais foram inoculados

subcutaneamente com 0,1 ml da suspenséo de células B16F10 ou S91.

4.4. Suspensao de células alvo Yac.1

Aliguotas das células Yac.l criopreservadas em nitrogénio liquido,
foram descongeladas em banho-maria & 37°C. As células foram rapidamente
transferidas para tubo estérii com 10ml de meio RPMI 1690 (Cultilab,
Campinas — SP, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab, Campinas - SP, Brasil), 200mM de L-glutamina, 2% de
gentamicina e 25nM de HEPES (Sigma — Aldrich, St. Louis — MO, USA)
(meio completo) e lavadas duas vezes por centrifugacdo durante 10 minutos
a 1500rpm. A viabilidade das células foi avaliada, considerando—se um
minimo de 70% de células vivas para uso. Posteriormente, as células foram
incubadas em estufa a 37°C e 5%CO, durante 5 a 7 dias para multiplicacao
celular. No momento do ensaio, a suspensdo de células em cultura foi
lavada por centrifugacdo, ressuspendida em RPMI 1% SBF e sua
concentracdo ajustada para 10° cel/ml. Paralelamente, 50 ul de RPMI 1%
SBF foram distribuidos em uma placa de polipropileno de 96 alvéolos de
fundo em “U” e, posteriormente, 50 ul da suspenséo de células Yac.1 foram

adicionados a placa e diluidos sucessivamente na proporcdo de 1:2. Por
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fim, as células efetoras foram adicionadas, seguindo-se o protocolo descrito

anteriormente.

4.4.1. Ensaio Colorimétrico para Analise de Atividade Citotoxica

Para avaliacdo da atividade citotoxica foi utilizado o método
colorimétrico n&do radioativo baseado na medida da atividade da lactato-
desidrogenase (Cytotoxicity Detection Kit, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany).

Brevemente, esplendcitos dos animais normais foram submetidos a
separacdo de células mononucleares em gradiente de ficoll-hypaque
(Sigma-Aldrich, St. Louis — MO, USA) seguido da eliminacdo das células
aderentes por incubacdo da suspensédo em placas de Petri descartaveis por
90 minutos a 37°C. ApOs este periodo, as células nédo-aderentes foram
recuperadas por lavagem da placa com meio. Cerca de 50 ul da suspensao
de células ndo-aderentes (efetoras), ajustada & concentracdo de 10’ cel/ml,
foram distribuidas em placa de polipropileno de 96 alvéolos de fundo em “U”.
Aos alvéolos foi adicionado igual volume da suspensédo de células alvo
(Yac.1) & concentracdo de 10° cel/ml. Apés 4 horas de incubagéo & 37°C,
sob tensdao de 5% de COj cerca de 50 ul do sobrenadante foi
cuidadosamente removido de cada alvéolo e transferido para uma placa de
polipropileno de fundo plano. Para a determinacédo da atividade da lactato-
desidrogenase de cada sobrenadante, foram adicionados aos alvéolos 50 ul
de mistura de reacdo composta por uma solucdo catalisadora de
diaforase/NAD" e uma solugdo corante de cloreto de iodotetrazolium e

lactato de sodio, seguindo-se incubagdo por 30 minutos a temperatura
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ambiente, em local protegido da luz. Apos esse periodo, as placas de reacéo
foram submetidas a leitura espectrofotométrica em leitora de ELISA a 492
nm (Thermo Electron Corporation, Waltham — MA, USA). A porcentagem de
lise especifica foi calculada de acordo com a férmula: Citotoxicidade (%) =
[(mistura de células alvo e efetoras — controle das células efetoras) —
controle de lise espontanea)/ (controle de lise maxima - controle de lise

espontanea)] X 100.

4.5. Determinacdo do nimero de células produtoras de citocinas pela técnica

de ELISPOT

O numero de células secretoras de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a e
IFN-g foi determinado pela reacdo de ELISA modificada para formacgéao de
pontos (ELISPOT). Inicialmente, microplacas (Millipore Corp., Molshein,
France) de 96 pocos com fundo de Immulon® foram sensibilizadas com
anticorpo monoclonal de captura, diluido em PBS e incubadas overnight a
4°C. Apos lavagem da placa com a solug¢do de blogueio (RPMI contendo
10% de soro bovino fetal — RPMI 10%SBF), os sitios livres foram
blogueados com RPMI 10%SBF e incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente ao abrigo da luz. Apos este periodo, a solu¢cdo de bloqueio foi
descartada, seguindo-se a adicdo de 2x10° células esplénicas por alvéolo,
em duplicata. As células foram incubadas por 21 horas a 37° C em estufa de
5% CO,. ApOs esse periodo, as placas foram lavadas com agua deionizada
e PBS 10% SBF e incubadas com o anticorpo monoclonal biotinilado
correspondente por 2 horas a 37° C. Apds novas lavagens, foi adicionado

streptavidina-peroxidase diluida em PBS 10%SBF, seguida de incubacéo
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por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram
lavadas com PBS com 0,05% de Tween 20 e reveladas com substrato 3-
amino-9-etilcarbazole (AEC Substrate Reagent Set for ELISPOT - BD
Biosciences, San Diego — CA, USA). A leitura da reacao foi realizada no
Analisador de ImmunoSpot (BioSys GmbH) e o numero de spots foi
determinado através do programa Bioreader 3000 Pro (Biosys, Karben,

Germany).

4.6. Quantificacdo de células CD49b", CD3" CD4*, CD8", CD4'/CD25" e

CD3"/CD49b" em suspenséo de células esplénicas

A quantificacdo das populacdes celulares especificas foi realizada por
citometria de fluxo a partir de uma suspensdo de células esplénicas
marcadas com anticorpos ligados a fluorocromos. Para a quantificacdo da
populacdo de células NK foi utilizada a marcacdo com CD49b e para as
populacbes de células NKT e Treg foram utilizadas duplas marcagées com
CD3/CD49b e CD4/CD25, respectivamente.

Uma porcdo macerada do bacgo foi utilizada para a obtencdo de
suspensdo de células totais. A concentracéo foi ajustada para 10’cel/ml e a
suspensao distribuida em placa de 96 alvéolos de fundo em “U”
(100ul/alvéolo). Inicialmente, a suspensao de células foi incubada com 10ul
de soro normal e, posteriormente, com 10ul de anticorpos especificos para
0os marcadores estudados ou os controles isotipicos. A leitura foi realizada
em citobmetro de fluxo FACSCalibur Becton Dickinsons Immunocytometry
Systems Becton Dickinsons Bioscience, San Jose — CA, USA). As

marcagoes celulares realizadas com o0s anticorpos marcados com O0S
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fluorocromos FITC, PE e PerCp foram determinadas em FL1, FL2 e FL3,
respectivamente. Para cada analise, foi realizada a aquisicdo de 10.000
eventos e os resultados foram expressos em porcentagem das populacdes

de interesse, em relacéo a populacao total.

4.6.1. Anticorpos monoclonais para citometria de fluxo

Para as quantificagdes dos diversos tipos celulares foram utilizados
0S seguintes anticorpos monoclonais da BD Pharmingen (San Diego — CA,
USA): IgM de rato anti- CD49b/Pan-NK de camundongo marcado com PE,
IgG de hamster anti-CD3 echain de camundongo marcado com PerCp, IgG
de rato anti-CD4 (L3T4) de camundongo marcado com FITC, IgG de rato
anti-CD8a (Ly-2) de camundongo marcado com PE, IgG de rato anti-CD25
(IL-2 receptor, a chain) de camundongo marcado com PE e os respectivos

controles isotipicos.

4.7. Andlise estatistica

Os dados de células produtoras de citocinas foram analisados pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do Teste de Dunn para
comparacdes multiplas, considerando o nivel de significancia de 5%.

A comparacédo entre as linhagens e os tratamentos para as avaliagcdes
da atividade citotoxica e quantificacdo das subpopulacdes celulares foi
realizada através da andlise em esquema fatorial 3x3, inteiramente
casualizado (Software SAS System V8 for Windows), sendo consideradas
significativas as diferencas cuja probabilidade de erro foram inferiores a 5%

(p<0,05) e para o teste de médias entre os grupos foi utilizado o Teste de
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Tukey. Para os dados que ndo passaram no teste de homogeneidade de
variancia de Levene, foi realizada a transformacédo dos dados para log ou
raiz quadrada, de acordo com o tipo de relacdo observada entre meédias e
desvios-padrédo dos grupos. Nos casos nos quais a transformacéo néo foi
eficiente na estabilizacdo das variancias, foi realizado teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis.
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