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RESUMO

Vendramini PFR. Caracterizacdo da resposta inflamatoria na tumorigénese cutanea
induzida quimicamente em camundongos selvagens e deficientes para componentes
da resposta imune adaptativa. [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

No Brasil, o cancer de pele ndo-melanoma é o mais frequente e corresponde a 25%
de todos os tumores malignos registrados no pais. O cancer representa desequilibrio
na homeostase do organismo e os mecanismos de defesa para controlar as células
tumorais envolvem respostas do sistema imune inato e adaptativo, sendo que a
primeira reacdo do organismo € a inflamacao. Os eventos que impedem ou inibem o
surgimento de células tumorais compreendem desde a resposta primaria mediada
por células e fatores sollveis até a producdo de células citotoxicas e anticorpos.
Utilizando um modelo de tumorigénese na pele de camundongos induzida
quimicamente, o objetivo deste estudo foi caracterizar a resposta inflamatéria em
linhagens de camundongos C57BL/6, CD4KO, CD8KO, RAG e NUDE. Para isso
utilizamos camundongos dos grupos: C57BL/6, CD4KO, CD8KO, RAG e NUDE, que
foram tratados com o carcinbgeno DMBA e o agente de promocao tumoral TPA. Os
animais foram acompanhados e avaliados por 100 dias, apos este periodo a pele
tratada foi retirada e processada para analise de secrec¢do de citocinas pro- e anti-
inflamatorias, migracdo celular e enzima mieloperoxidase (MPO). Nao houve
diferencas na multiplicidade e incidéncia de tumores entre o0s grupos de
camundongos avaliados. No entanto, as citocinas pré e anti-inflamatérias foram
maiores nos animais CD4KO quando comparados aos outros grupos de animais. A
MPO mostrou-se aumentada nos animais CD4KO quando comparados aos outros
grupos de animais. Apos andlise dos resultados com o protocolo de 100 dias,
selecionamos as linhagens C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE que foram avaliadas 48
horas apo6s tratamento com DMBA. Os animais da linhagem CD4KO apresentaram
maior numero de neutréfilos e citocinas pré-inflamatérias quando comparados aos
grupos C57BL/6 WT e NUDE, enquanto que as citocinas anti-inflamatoérias nao
mostraram diferencas nos 3 grupos tratados. Na analise por citometria de fluxo os
linfécitos TCD8 foram vistos em maior porcentagem no linfonodo inguinal dos
animais CD4KO quando comparados aos animais WT. Estes resultados sugerem
qgue os linfécitos TCD4 participam do controle da inflamacdo induzida pelo
tratamento com DMBA e TPA, a qual persiste durante o protocolo de tumorigénese
nos animais C57BL/6 CD4KO.

Palavras-chave: Pele. Cancer. Camundongos. DMBA/TPA. Citocinas. Resposta
inflamatoria.



ABSTRACT

Vendramini PFR. Characterization of the inflammatory response in chemically
induced skin tumorigenesis in wild mice and deficient for components of the adaptive
immune response. [Masters thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

In Brazil non-melanoma skin cancer is the most common cancer and accounts for
25% of all malignant tumors reported in the country. Cancer represents imbalance in
homeostasis and defense mechanisms to control the tumor cells involving the innate
and adaptive immune responses, and the first reaction of the body is inflammation.
The events that prevent or inhibit the appearance of tumor cells from primary
response comprises cell-mediated and humoral factors to the production of cytotoxic
cells and antibodies. Using a model of skin tumorigenesis chemically-induced in
mice, the aim of this study was to characterize the inflammatory response in the
following strains: C57BL/6 WT, CD4KO, CD8KO, RAG and NUDE mice. For this
purpose, we treated the aforementioned strains with the carcinogen DMBA as well as
with TPA tumor promoting agent. The animals were followed for 100 days before
being subjected to evaluation. The treated skin of these mice was removed and
processed for analysis of pro- and anti-inflammatory signals, cell migration and
enzyme myeloperoxidase (MPO). We found no differences in tumor incidence and
multiplicity between the groups of mice evaluated. However, the pro- and anti-
inflammatory cytokines in CD4KO mice were higher than the other groups of animals.
The MPO was increased in CD4KO animals when compared to other groups of mice.
After analyzing the results of our 100 days protocol, we selected the C57BL/6 WT,
CD4KO and NUDE strains that were assessed 48 hours after treatment with DMBA.
The CD4KO mice showed higher numbers of neutrophils and pro-inflammatory
cytokine than the C57BL/6 WT and NUDE mice, while anti-inflammatory cytokines
showed no differences in the three treated groups. The analysis by flow cytometry
showed an increase of CD8" T lymphocytes in inguinal lymph node of CD4KO
compared to the WT animals. These results suggest that CD4" T lymphocytes
participate in the control of inflammation induced by treatment with DMBA and TPA.
This DMBA and TPA-dependent inflammation persists throughout the tumorigenesis
protocol in C57BL/6 CD4KO mice.

Keywords: Skin. Cancer. Mice. DMBA/TPA. Cytokines. Inflammatory response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tumorigénese de Pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e engloba aproximadamente 16% do
peso corporal de um adulto, tem funcbes como protecdo, termorregulacao,
percepcdo sensorial e sintese de vitamina D. Ela é dividida em duas camadas
principais: a epiderme, de origem ectodérmica e a derme, de origem mesodérmica
(McLafferty et al., 2012).

A epiderme € composta por quatro tipos principais de células, os
queratinécitos que sao cerca de 90% das células totais dessa regido, 0s
melandcitos, células produtoras de melaninas, as células de Langerhans, envolvidas
na resposta imune e, por fim, as células de Merkel, responséaveis pela sensacao de
tato. A epiderme é dividida em cinco camadas: a camada germinativa ou basal, a
camada espinhosa, a granulosa, a licida e a camada cérnea. A camada basal, a
mais profunda, é composta por queratinécitos, melandcitos e células de Merkel. A
camada espinhosa, formada por células desde poliédricas a pavimentosas, possuli
também as células de Langherans, ou células dendriticas do sistema imune
especializadas. A camada granulosa € composta por 3 a 5 camadas de
queratinécitos que assumem a forma pavimentosa e apresentam granulos
citoplasmaticos basofilos. A camada lucida esta localizada em areas onde a pele é
espessa, como palmas das méaos e solas dos pés, situa-se entre a camada
granulosa e a camada cérnea e fornece algum grau de impermeabilizacdo para a
pele. E por fim, a camada cérnea, a mais superficial, a qual contém queratina que
ajuda a proteger a pele de fatores externos como o calor e agentes quimicos
(McLafferty et al., 2012; Proksch et al., 2008). A Figura 1 ilustra as principais

camadas de epiderme e estruturas da derme.
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Figura 1 — Principais camadas da epiderme e estruturas da derme.

Adaptada de (McLafferty et al., 2012).

A outra camada da pele conhecida como derme, composta por tecido
conjuntivo, € responsavel por fornecer nutrientes e sustentacdo para epiderme,
nessa camada estd localizado os vasos linfaticos, as terminacdes nervosas, 0S
foliculos pilosos e as glandulas sudoriparas. A derme € composta de duas camadas:
a reticular e a papilar. A camada reticular contém os nervos e 0s vasos capilares que
alimentam a epiderme. A camada papilar € composta de tecido conjuntivo que
possui coldgeno e fibras elasticas, os quais conferem a derme capacidade de esticar
e contrair (McLafferty et al., 2012; Proksch et al., 2008).

A pele exerce a funcdo de barreira fisica, sendo um dos componentes da
imunidade inata mais evidente contra invasdo de patdégenos estranhos ao
organismo, agressfes fisicas e quimicas, controle no balanco de sais e agua
(Proksch et al., 2008). Alguns fatores fisicos e quimicos como radiacao ultravioleta
(UV), radiacao ionizante, hidrocarbonetos policiclicos e arsénio podem gerar danos
no DNA, como por exemplo, no gene p53, das células epiteliais e levar ao
desenvolvimento tumoral, o que compromete a homeostase e fungbes da pele
(Campbell et al., 1993; McGuire et al., 2009). O cancer de pele ndo melanoma € a
forma mais comum de malignidade em humanos e representa cerca de 95% de
todos as neoplasias cutaneas (Rubin et al., 2005). Dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) revelam que as formas mais comuns de cancer de pele nao

melanoma no Brasil incluem o carcinoma basocelular (BCC), abrange 70% dos
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casos, e o carcinoma de células escamosas (SCC), cerca de 25% dos casos
relatados. Outras formas como dermatofibrosarcoma protuberante, carcinoma celular
de Merkell e neoplasias adnexais sdo encontrados com menor frequéncia.

O carcinoma basocelular se caracteriza por ser a neoplasia dos queratindcitos
que residem na camada basal da epiderme (Youseff et al., 2010). Radiacdo UV,
hidrocarbonetos poliaromaticos, pigmentacdo da pele, e sindromes genéticas, como
por exemplo, o xeroderma pigmentoso sao fatores que predispde o desenvolvimento
do BCC que pode ser classificado em quatro tipos principais: nodular, superficial,
pigmentar e morfoaférmico. As lesdes desse cancer de pele sdo caracterizadas por
uma ulcera central com bordas bem definidas, muitas vezes com vasos sanguineos
visiveis na lesdo ou borda adjacente a ela, com raros casos de metastases
relatados. Uma caracteristica comum aos casos de BCC é o aumento da via de
sinalizacdo intracelular Hedgehog (Hh), essa via é responsavel por regular o
crescimento celular e diferenciacdo durante a embriogénese, além de ser crucial no
desenvolvimento das células humanas onde se encontram os foliculos pilares
(Dubas, Ingraffea 2013; McGuire et al., 2009; Paladini et al., 2005; Von Domarus,
Stevens, 1984).

O segundo tipo de cancer de pele ndo melanoma comum, e também mais
agressivo quando comparado ao BCC, € o carcinoma celular escamoso (McGuire et
al., 2009). Esse cancer em grande parte ocorre devido a radiacdo UV responsavel
por causar dano no DNA e inativar o gene p53. Esse gene que codifica a proteina
p53, conhecida como guardida do genoma, tem a fungéo de parar o ciclo celular no
sitio de dano do DNA e levar a apoptose da célula caso o dano seja irreparavel.
Assim, a mutacéo ou inativacdo da p53 permite a negligéncia do reparo levando ao
dano do DNA e resisténcia a apoptose 0 que, nesse caso, caracteriza 0
desenvolvimento tumoral (Campbell et al., 1993; Jiang et al., 1999). O SCC tem por
caracteristica as papulas ou papilomas em forma de verrugas, o que pode o levar a
ser confundido com verrugas normais. Outros fatores, como o papiloma virus (HPV)
e carcinogénese quimica, também podem levar ao desenvolvimento do SCC
(Dubas, Ingraffea, 2013; Liu, Colegio, 2013).

A carcinogénese quimica na pele é um tipo de cancer ndo melanoma e o seu

7

desenvolvimento, descrito em modelos murinos, € um processo que envolve 0s
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estagios conhecidos como iniciagdo, promocao e progressado do tumor. O processo
de iniciacdo do tumor consiste no tratamento dos camundongos com doses de
xenobidticos, compostos quimicos estranhos a um organismo, como O
hidrocarboneto poliaromético dimetilbenzenoantraceno (DMBA) (DiGiovanni, 1992).
Esse agente quimico € responsavel por mutacdes no gene HRas, resultando na
inducao da carcinogénese, além de ser passivel de causar mutacdes em outros dois
genes, KRas ou NRas, que podem cooperar, simultaneamente, com o mutante
HRas para promover o desenvolvimento das mutacdes (To et al., 2013). O DMBA
ndo é um composto ativo e precisa ser metabolizado e convertido em didl epéxido,
sua conformacéo ativa. Para isso, esse composto com capacidade cancerigena
precisa se ligar ao receptor Hidrocarboneto de arila (AhR), levando-o a mudanca
conformacional e expondo sua sequéncia nuclear. Esse receptor € normalmente
encontrado no citoplasma e auxiliado por proteinas chaperonas como Hsp90 (do
inglés heat shock protein), proteina p23, XAP-2 (do inglés X-associated protein 2) e
ARA-9 (do inglés AhR associated protein 9), as quais ajudam a manter a estrutura
conformacional do AhR enquanto ainda ndo h& o ligante, evitando sua translocacao
para o nucleo. Uma vez que o ligante, nesse caso o DMBA, se liga ao AhR ha a
migracdo desse complexo AhR-chaperonas-DMBA para o nucleo. Assim que esse
complexo atravessa a membrana nuclear a proteina translocadora do AhR (ARNT)
dissocia as proteinas chaperonas do AhR, e o heterodimero AhR-ARNT se liga a
regides especificas do DNA conhecidas como elemento de resposta a xenobidticos
(XRESs). Estas regides estao localizadas na regido promotora de genes alvos que
vao levar a transcricdo de enzimas do citocromo P450, como Cyplal e Cyplbl, os
quais sdo responsaveis por causar a biotransformacao (Denison, Nagy, 2003; Hao,
Whitelaw, 2013; Yusuf et al.,, 2007). A Figura 2 ilustra a via de sinalizacdo do

receptor AhR, conforme descrito anteriormente.
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Figura 2 - Via de sinalizacao do receptor AhR.

Membrana Celular
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DRE/XRE | (f)
Transcrigao !
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Ex: CYP1A1l, etc.
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ligante
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"
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(a) O ligante passa através da membrana plasmética para o citoplasma celular. (b) O ligante
se liga ao complexo AhR no citoplasma. (c) O complexo AhR mais ligante é translocado para
dentro do nucleo. (d) O ligante juntamente com o AhR se dissocia do complexo de proteinas
chaperonas e se dimeriza com ARNT. (e) O complexo AhR- ligante -ARNT se liga a regifes
especificas DRE/XRE o que leva a transcri¢do de genes alvos. Adaptada de (Busbee et al.,

2013)

Outro fator importante no processo de iniciacdo da tumorigénese € a atividade
da enzima hidrocarboneto hidroxilase, a qual € responsavel por metabolizar os
hidrocarbonetos poli aromaticos (PAHSs). Estudos em camundongos mostraram que
a atividade dessa enzima é controlada por 2 alelos no locus do receptor AhR.
Animais que sao homozigotos para o alelo b, como os camundongos AIRmiIn e
C57BL/6, metabolizam PAHs com eficiéncia, o que facilita o desenvolvimento da
tumorigénese cutanea. Ja os animais homozigotos para o alelo d, como
camundongos DBA/2 e AIRmax , possuem baixa afinidade de ligacdo entre o
receptor AhR e o hidrocarboneto poliaromatico, por isso podem ser resistentes ao

desenvolvimento da tumorigénese cutanea quando comparados aos animais que
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possuem o alelo b (De Souza et al., 2009; Poland et al., 1994; Thomas et al., 2002;
Yusuf et al., 2007).

O processo de iniciacdo do tumor € um evento irreversivel e nesse estagio
ainda ndo h&a o aparecimento de tumores visiveis, 0 aparecimento de papilomas
pode ser auxiliado pela aplicacdo de doses repetidas do TPA, agente promotor
(DiGiovanni, 1992). Desse modo no estagio seguinte, conhecido por promocao e
progressdo, o0s camundongos sdo tratados continuamente com Tetradecano
forbolacetato (TPA), o qual é responséavel pela expanséo clonal das células mutadas
gerando entdo a multiplicagdo do numero de papilomas (Kemp, 2005). O TPA
mimetiza o diacilglicerol o qual é responsavel por ativar a proteina quinase C, que
consequentemente fosforila aminoacidos alvos, como serinas e treoninas. Desse
modo o TPA funciona como segundo mensageiro, atuando na transcricdo de genes
responsaveis pela promoc¢éao do tumor (Mueller, 2006; Ohno, Nishizuka, 2002).

A Figura 3 mostra as fases do desenvolvimento da carcinogénese quimica,

conforme descrito anteriormente.

Figura 3 — Estagios do modelo de carcinogénese cutanea realizada em camundongos.
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1.2 Resposta Imune na Tumorigénese de Pele

Sao inumeros os mecanismos de defesa para controlar as células tumorais,
desde uma resposta primaria mediada por células e fatores solUveis até a producao
de anticorpos e células citotdxicas contra antigenos tumorais. A resposta imune
inata e adaptativa interage para manter a homeostase do organismo e, para que iSso
ocorra, a primeira reacao do organismo frente a um desequilibrio € a inflamacao.

A resposta inflamatéria é um evento fisiolégico do organismo as agressdes de
agentes lesivos bioldgicos, quimicos ou fisicos que ultrapassam a barreira
epitelial/endotelial e suas estruturas especializadas. Caracterizada por fenédmenos
vasculares e celulares nos tecidos comprometidos, tem como funcdo principal
recompor o tecido lesado e manter a homeostase. O processo inflamatério envolve a
ativacdo de células da imunidade inata através de seus receptores de superficie e
posterior secrecdo de fatores solUveis, como citocinas, que promovem alteracdes
morfolégicas e bioquimicas, entre os quais, trés delas se destacam: dilatacdo dos
capilares, vénulas e arteriolas; exsudacdo de liquidos e proteinas plasmaticas e;
migracdo dos leucdcitos, por exemplo, neutréfilos, eosindfilos e basofilos,
intravasculares para o foco inflamatério (Videm, Strand, 2004).

Na inflamacdo, o recrutamento de leucdcitos ao local da lesdo, ativa o
processo de remocao dos restos celulares, elimina agentes agressores impedindo o
crescimento de microrganismos patogénicos, iniciando a reparacao tecidual. Além
de facilitar a locomocdo, os fatores quimiotaticos encontrados em grandes
concentracdes induzem a ativacdo destes leucdcitos, resultando no estabelecimento
da homeostase. O mecanismo pelo qual os leucocitos migram através do endotélio
penetrando nos tecidos é chamado de quimiotaxia e, a locomocédo dessas células é
orientada de acordo com o gradiente de concentracdo formado a partir do foco
injuriado pela presenca de substancias enddgenas e exdgenas (Devreotes,
Zigmond, 1988; Videm, Strand, 2004). Das substancias endégenas que atuam como
fatores quimiotaticos sdo de fundamental importancia os componentes do sistema
complemento, em particular C5a, os metabdlitos do acido araquidbnico originados

via lipoxigenase e as citocinas da familia das quimiocinas (Miller, Krangel, 1992).
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O objetivo da inflamacao aguda e crbnica € reestabelecer a homeostase, e a
diferenca entre elas baseia-se no tempo que a resposta imune requer para isto.
Desse modo, a inflamac&o aguda retorna ao equilibrio e homeostase, ao contrario
da inflamacao crénica, que também se relaciona com patdégenos persistentes de
dificil erradicacdo. A Figura 4 mostra a inflamacdo aguda e o processo de

inflamac&o crénica patolégico.

Figura 4 — Inflamac&o Aguda e Crbnica

a) Cicatrizagao b) Carcinoma Invasivo
fisiolégica da ferida
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)
neutréfilo @ o mondcito/
A Citocina/ macréfago
quimiocina
mastécitos
Inflamacao transiente com

Inflamacdo crénica com recrutamento
de persistente de células inflamatérias e
altos niveis de citocinas/quimiocinas.

recrutamento transiente de células
inflamatorias e secregéo
citocinas/quimiocinas.

a) Durante a cicatrizagdo da ferida ou lesdo tecidual o processo de reparacdo €
imediatamente iniciado pela formagdo de um coagulo de fibrina contendo matriz extracelular
(ECM), proteinas extracelulares e plaquetas. A degranulacéo de plaquetas fornece a primeira
"onda" de fatores de crescimento, como as citocinas e quimiocinas que recrutam células
inflamatérias tais como mastdcitos e neutréfilos. Mondcitos / macrofagos sdo vistos em
maiores quantidades quando o numero de neutréfilos estd declinando. Em seguida, estas
células orquestram a resposta inflamatoria do tecido, que € essencial para a inducdo de
angiogénese e a cicatrizacdo da ferida. ApOs a re-epitelizacdo, a resposta inflamatoria do
tecido € diminuida, resultando em menores niveis de citocinas inflamatérias e reducdo no
namero de células do sistema imune inato na pele. (b) No tecido tumoral a reacado inflamatéria
é "crbnica", com recrutamento persistente de diferentes tipos de células inflamatérias para
dentro do estroma do tumor, com de citocinas inflamatérias e quimiocinas, A secrecdo de
proteases, de fatores angiogénicos e o infiltrado inflamatério contribui criticamente para
aumento da angiogénese, invasao tumoral e metastase. Adaptada de: (Mueller, 2006)
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Portanto, a inflamacao cronica é aquela mantida por longos periodos de
tempo, e pode ocasionar patologias cardiovasculares, neurolégicas, pulmonares e
neoplasicas (Aggarwal et al., 2006; Balkwill, Coussens, 2004). O cancer relacionado
com a inflamagcdo crbnica facilita o potencial replicativo ilimitado da célula,
independéncia de fatores de crescimento, resisténcia a inibicdo do crescimento
celular, escape da morte celular programada, aumento da angiogénese e metastase
(Hanahan, Weinberg, 2011). Andlise de tumores pré-malignos e crescimento de
carcinomas em adultos revelam que ha a producdo de iniUmeros leucécitos e de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-q, IL-6 e IL-1B (Balkwill, Mantovani, 2001).

O TNF-a pode induzir o foco de morte celular tumoral, e pode ainda estimular
resposta antitumoral, além de estar comumente presente no estado de inflamacéo
cronica e suas associacdes com o carcinoma (Philip et al., 2004; Smyth et al., 2004).
Essa citocina pode influenciar células da derme e epiderme nos estagios iniciais do
desenvolvimento tumoral, e a producdo persistente de TNF-a, principalmente por
gueratindcitos, € importante para os estagios iniciais da promocao tumoral feita pela
administracdo do agente promotor TPA, pois ativa fatores de transcricdo como NF-
KB o0 que leva a proliferacdo ou crescimento clonal das células mutadas inicialmente
(Fujiki, Suganuma, 2011; Moore et al., 1999).

A Interleucina-6 (IL-6) € um potente mediador pré-angiogénico presente no
micro-ambiente inflamatério da maioria dos tumores sdlidos, essa citocina tem um
amplo espectro de atividades bioldgicas dentre elas a regulacdo da inflamacéao,
proliferacdo celular, imunomodulacdo, hematopoiese e tumorigénese (Guo et al.,
2012; Jones et al., 2011). IL-6 exerce atividade pré-angiogénica predominantemente
através da via de sinalizagdo STAT-3, a qual leva a transcricdo de VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular), e também induz proliferagdo e migracdo de células
endoteliais (Fan et al., 2008; Holzinger et al., 1993; Niu et al., 2002).

A citocina pré-inflamatoria IL-13, assim como a citocina TNF-a, é considerada
citocina de “alarme”, visto que ndo é normalmente expressa a ndo ser quando é
sintetizada por macrofagos apos o inicio do processo inflamatorio. IL-18 e TNF-a
ativam células estromais e potencializam a migracdo de leucdcitos aumentando a

resposta inflamatéria (Apte, Voronov, 2002), desse modo em altas doses se torna
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agressiva desencadeando aumento da angiogénese, invasdo e supressdo da
resposta imune (Song et al., 2003; Song et al., 2005).

As citocinas IL-6, TNF-a e IL-1p3, descritas acima, e a proteina inflamatéria de
macréfagos (MIP-1) sdo capazes de recrutar macrofagos, células importantes da
imunidade inata, para o local do sitio inflamatério, quando a quantidade de
neutrofilos comeca a decrescer (Coussens, Werb, 2002; DiPietro, 1995). Os
macrofagos associados ao tumor (TAM) podem polarizar para dois tipos diferentes
de células, M1 ou M2. Os macréfagos M1 estdo presentes quando ha um aumento
no perfil de citocinas Thl como, por exemplo, IFN-y, ou ainda podem estar
presentes quando ha componentes microbianos como lipopolissacarideos (LPS).
Esse perfil Thl tem como papel classico a defesa contra microorganismos ou células
tumorais e produzem eficientemente moléculas efetoras como intermediarios de
reativos de oxigénio e nitrogénio e citocinas proé-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e
IL1-B (Sica, Mantovani, 2012). Ao contrario dos macréfagos M1 os macrofagos M2
se polarizam na presenca de citocinas como IL-4 e IL-13. Essas citocinas inibem a
ativacao classica da resposta Thl e levam a resposta, conhecida como alternativa,
para macrofagos M2 (Gordon, Taylor, 2005). Esses macrofagos M2 possuem
caracteristicas como alta producdo de IL-10, baixa producdo de IL-12 e fraca
capacidade de apresentacdo de antigeno (Noel et al., 2004), além de suprimirem a
resposta Thl, participarem na resolugcdo da inflamacé&o, na protecdo contra
parasitas, promoverem a cicatrizacdo de feridas, angiogénese e reparo tecidual
(Biswas, Mantovani, 2010). A maioria dos estudos indica que o perfil dos macrofagos
associados ao tumor é o perfil M2.

Os mecanismos que impedem ou inibem o surgimento de células tumorais é
constituido de eventos que incluem, desde a resposta primaria mediada por células
e fatores sollveis até a producado de células citotoxicas e anticorpos, numa interacao
entre as respostas imune inata e adaptativa. Desse modo, as duas células que tém
papel fundamental na resposta imune antitumoral pelo mecanismo de citotoxicidade
celular sdo as células natural killer (NK), pertencente a resposta imune inata, e 0s
linfécitos T citotdxicos (CTLs), que fazem parte da resposta imune adquirida. Ambas
as células possuem um progenitor linféide comum, e durante um quadro de infec¢céo

ou na presencga de um antigeno tumoral, por exemplo, tornam-se ativadas através
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de receptores antigenos-especificos e por citocinas pro-inflamatorias como IL- 12 e
IFN-y (Sun et al., 2010).

Células NK sdo capazes de matar células-alvo, independentemente de
qualquer ativagdo anterior. Estas caracteristicas funcionais tém sugerido desde o
tempo de sua identificacdo um papel para as células NK no controle do crescimento
tumoral e da metastase in vivo. Com a estimulacdo de citocinas, as células NK se
tornam células assassinas que proliferam, produzem citocinas, e regulam
positivamente moléculas efetoras, tais como moléculas de adesdo, NKp44,
perforina, granzimas, ligante de FAS (FASL) e TRAIL. Portanto, isso leva a um
aumento da adeséo celular e a liberacdo de granulos, bem como o aumento da
apoptose das células-alvo, que envolve a adesédo celular e é mediada pelos
membros da familia do TNF presente na superficie, que podem ser FASL, TNF-a e
TRAIL, os quais interagem com receptores especificos na superficie da célula-alvo
(Johnsen et al., 1999; Medvedve et al., 1997; Mirandola et al., 2004; Zamai et al.,
1998).

As células NK reconhecem e destroem células infectadas ou neoplasicas,
mas em geral ndo causam dano as células normais. Essa capacidade de reconhecer
células danificadas e transformadas de estruturas proprias saudaveis depende da
expressdo tanto de receptores de inibicdo (por exemplo, os KIRs) quanto da
expressao de receptores de ativacéo (por exemplo, CD16 e NKG2D). Os receptores
de inibicdo das células NK reconhecem moléculas MHC classe | (responsaveis por
ativar os linfécitos TCD8), as quais sdo geralmente expressas na maioria das células
saudaveis do corpo, e ndo sdo expressas em células cancerosas. Em geral os
receptores de ativacao das células NK reconhecem estruturas que estdo presentes
tanto em células alvos susceptiveis quanto em células normais, mas a influéncia das
vias de inibicdo domina quando o MHC classe | é reconhecido (Abbas et al., 2008;
Karre et al., 1986; Long, 1999).

A segunda classe de células efetoras responsaveis pela resposta anti-tumoral
sao os linfécitos T citotoxicos. Essas células podem atuar de duas formas, atraves
dos ligantes da superfamilia do Fator de Necrose Tumoral (TNF) ou pela secrecao
de granulos como granzimas e perforinas, em que esses linfcitos se aproximam da

célula alvo e liberam granzimas para o citosol da célula, levando-a a morte por
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apoptose. Apesar de serem células principais na defesa contra o tumor estudos tem
mostrado que em hospedeiros com tumores, os linfocitos CTLs especificos tumorais
nao sao eficientes. A chave para a teoria de que esses linfocitos CTLs se encontram
prejudicados estd na auséncia dos linfécitos TCD4+ auxiliares. Sem os linfocitos
TCDA4+ auxiliares os CTLs séao insuficientes para dirigir uma resposta efetiva contra
o tumor, pois quando esses linfocitos ndo estdo presentes ndo ha producdo de
anticorpos e nem expansao das células CTLs especificas contra o tumor (Marzo et
al., 2000; Mitchison, 1971). Além do que, os linfécitos TCD4+ auxiliares sao
necessarios para geracdo e manutencdo das células T citotoxicas de memoria
(Bourgeois, Tanchot, 2003).

Como ja descrito anteriormente, os tumores solidos expressam MHC-I, mas
nao complexo de histocompatibilidade principal Il (MHC-II), por isso acredita-se que
os linfécitos T citotoxicos sejam as células efetoras principais no combate ao tumor.
Entretanto, estudos recentes tem mostrado que células TCD4+ reativas contra o
tumor podem desenvolver atividade citotoxica e mediar rejeicdo tumoral via MHC-
classe Il restrito ao reconhecimento do antigeno tumoral, sugerindo que as células
TCDA4+ podem ser efetoras na resposta tumoral (Quezada et al., 2010). O efeito anti-
tumoral das células TCD4+ se d& através da atividade das citocinas IFN-y e TNF-q,
essas duas citocinas produzidas pelas células TCD4+ possuem efeito citotdxicos
sobre as células tumorais (Corthay et al., 2005; Fransen et al.,, 1986; Qin,
Blankenstein, 2000). O IFN-y pode regular positivamente moléculas de MHC e
aumentar o numero de complexos (MHCII -peptideo) das mesmas, assim como pode
alterar a maquinaria de processamento antigénico resultando em maior
apresentacdo de antigenos e maior numero de lise celular (Dighe et al., 1994). O
TNF-a age juntamente com o IFN-y causando dorméncia nas células tumorais
prevenindo assim o mecanismo de escape do tumor, assim na auséncia dessas
duas citocinas pode haver uma maior progressado tumoral e transformacdo maligna.
A acdo combinada dessas duas citocinas pode ainda induzir células dendriticas
(DCs) a produzirem quimiocinas anti-angiogénicas, como CXCL10 e CXCL9, na
tentativa de impedir o crescimento tumoral (Coughlin et al., 1998; Muller-Hermelink
et al., 2008).
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E por fim, os linfocitos B também tém sido vistos como células efetoras na
resposta tumoral. Os linfocitos B séo células centrais da imunidade humoral e tem
como funcdes principais a producdo de anticorpos, apresentacdo de antigenos, e
secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. No contexto tumoral, essas células tém a
capacidade de alterar os niveis de citocinas locais e circulantes e inibirem os
linfécitos T influenciando a imunidade antitumoral. Em modelos de camundongos
com cancer colorretal a deplecdo parcial das células B resultou em significativa
reducdo do tumor (Barbera-Guillem et al., 2000). Os linfécitos B sdo capazes de
produzirem citocinas imunossupressoras. Dentre elas foi relatada a produgéo de IL-
10 e TGF-[3 (fator de crescimento transformador) o que levaria os linfécitos T a um
estado de anergia (D’Amico et al., 2004; Knoechel et al., 2005). A citocina IL-10 é
descrita principalmente pela sua funcdo imunossupressora, por inibir as células
apresentadoras de antigenos (APC), MHC e moléculas co-estimuladoras da familia
B7, por diminuir a producéo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-18 e IL-6,
e reduzir a diferenciacdo e maturacdo de células dendriticas (Moore et al., 2001;
O’Garra, Murphy, 2009; Vicari, Trinchieri, 2004). No entanto, recentemente a IL-10
foi destacada por inibir a producdo de citocinas inflamatérias, dificultar o
desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) e células supressoras mielbides
derivadas (MDSC) no ambiente tumoral, o0 que retardaria o desenvolvimento,
crescimento e metastase do tumor (Tanikawa et al., 2012).

A citocina TGF-B, assim como a IL-10, tem sua funcéo principal como
imunossupressora. Essa citocina tem capacidade de suprimir as atividades anti-
tumorais das células T, células NK, neutréfilos, mondcitos e macrofagos que séo
importantes por regularem a promocao tumoral (Li et al., 2006; Wrzesinski et al.,
2007). No estagio inicial da carcinogénese o TGF-B pode suprimir a resposta
inflamatoria necessaria para a promoc¢ao tumoral. E, produzido cronicamente, no
periodo de progressao da carcinogénese, pode levar a invasdo e metastase por
promover transicao epitélio-mesenquimal (EMT) nas células epiteliais, além de inibir
a proliferacdo celular (Glick, 2004; Heldin et al., 2009; Mordasky Markell et al., 2010;
Siegel, Massague, 2003). Por fim, a citocina TGF-3 pode ativar o fator de transcricdo
SMAD-3 e induzir a producao de colagenase por fibroblastos os quais séo capazes

de elaborar matriz extracelular (Chen et al., 1999).
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A literatura mostra que células da imunidade inata e da imunidade adaptativa,
bem como citocinas e quimiocinas, participam da resposta ao tumor. Com base
nestas informacdes este trabalho tem o objetivo de caracterizar e avaliar o papel das

células da resposta imune adaptativa em resposta a tumorigénese induzida por

agentes quimicos.
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2 OBJETIVO

Comparar a resposta inflamatéria de camundongos C57BL/6 e C57BL/6
deficientes para linfocitos TCD4, deficientes para linfocitos TCD8, camundongos
NUDE e RAG frente ao modelo de tumorigénese cutanea induzida por DMBA e TPA.

2.1 Metas

- avaliar a multiplicidade e a incidéncia de papilomas nas linhagens tratadas com
DMBA e TPA;

- analisar o perfil de citocinas pro- (IL-1B, IL-6, TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-10 e
TGF-B) secretadas na pele dos animais tratados com DMBA e TPA,;

- avaliar a quantidade de enzima mieloperoxidase, para quantificacdo de neutrofilos,
na pele dos animais tratados com DMBA e TPA;

- verificar o perfil de linfocitos em 6rgéos linféides drenantes, como linfonodo inguinal

e baco, dos animais tratados com DMBA e TPA,;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Neste trabalho, foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6
selvagens, camundongos C57BL/6 nocauteados para CD4+, que nao possuem
linfécitos TCD4, C57BL/6 nocauteados para CD8+, 0s quais ndo possuem linfécitos
TCD8, camundongos C57BL/6 NUDE, os quais ndo possuem linfécitos T maduros,
camundongos C57BL/6 RAG os quais ndo possuem linfocitos T e B, e camundongos
A/J com idade entre 6-8 semanas, pesando 25 a 30 g (www.jax.org.br). Estes
animais foram provenientes do Biotério de Camundongos Isogénicos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de S&o Paulo. Foram utilizados também
camundongos machos da linhagem AirMin, que possuem uma baixa resposta
inflamatoria aguda, do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan com

idade entre 6-8 semanas.

3.2 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho, para inducdo de tumorigénese
cutdnea, foram o DMBA (Dimetilbenzenoantraceno) e o TPA (Tetradecano
forbolacetato) adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

3.3 Inducédo da Tumorigénese Cutanea

Para a inducdo de tumorigénese cutanea, cada animal recebeu 50 ug de
DMBA, dissolvido em 0,1 ml de acetona (agente iniciador) no dorso previamente
depilado durante cinco dias consecutivos. Apos 7 dias da aplicacdo da ultima dose
do DMBA, cada animal recebeu, da mesma forma, no dorso, 5 ug de TPA em 0,1 ml
de acetona, duas vezes por semana, durante 50 dias. Os animais foram
acompanhados por 100 dias. Durante este periodo os diferentes grupos de animais
foram observados e o niumero de papilomas contados. Ao final dos 100 dias tiveram

a pele retirada para analise histoldégica, dosagem de citocinas e dosagem de
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mieloperoxidade (MPO). A Figura 5a mostra o esquema de protocolo executado
nesses animais. Também foram retirados os linfonodos inguinais e baco para
avaliacdo em citometro de fluxo. Neste protocolo avaliamos 2 grupos experimentais,
0s camundongos C57BL/6 comparados aos grupos de animais AirMin e A/J e os
camundongos modificados geneticamente comparados aos camundongos C57BL/6.

Durante o trabalho um novo experimento foi realizado, os camundongos
nocauteados para CD4 foram comparados aos camundongos NUDE e C57BL/6, 48
horas apoOs aplicacdo do carcinogeno DMBA. A Figura 5b nos permite ver o
protocolo realizado nesse experimento de 48h.

Figura 5 — Esquema de delineamento experimental.

sxsemaNA

a)

DMBA TPA Fim do MPO
tratamento ELISA
Citometria

b)

Dia 0-5 [ Dia7 |

DMBA MPO

ELISA
Citometria

UL

(a) Delineamento experimental de inducdo de tumorigénese cutanea com DMBA/TPA por
100 dias. (b) Delineamento experimental de aplicacdo do carcinégeno DMBA.

3.4 Contagem de Papilomas e Tumores

A contagem do numero de papilomas foi realizada semanalmente através de
analise macroscopica no dorso dos animais tratados com DMBA/TPA até atingir os
100 dias. A avaliacdo de tumores e metastases nos grupos de animais, também foi
feita macroscopicamente em 06rgaos internos no dia 100. A pele foi retirada e

armazenada em paraformaldeido 10% para posterior avaliacéo histologica.
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3.5 Andlise Histolégica

A andlise histologica da pele dos animais submetidos ao protocolo de inducéo da
tumorigénese foi realizada utilizando fragmentos de pele desses animais coletados
apos o sacrificio. Os fragmentos de pele da regido dorsal foram retirados e
submetidos ao protocolo para inclusdo em parafina, que consiste em fixacdo do
material em formol tamponado 10% PBS por 24 horas, seguido de desidratacdo em
uma série crescente de &lcoois (70%, 90% e 100%), diafanizacdo em xilol e
impregnacao e inclusdo em parafina. Os cortes foram feitos na espessura de 5um
para evitar sobreposicdo de células e corados com Hematoxilina-Eosina (HE). A
avaliacao foi feita por microscopia 6tica (Leitz-Diaplan) e a aquisicéo e digitalizacao

das imagens através dos sistemas CCD-IRIS (Sony Company).

3.6 Citometria de Fluxo para Caracterizacdo das Células dos Camundongos

O presente estudo realizou a caracterizacao e fenotipagem, por citometria de
fluxo, da populagéo linfocitaria. Apds 100 dias de indugdo da tumorigénese cutanea
os animais foram sacrificados e o linfonodo inguinal e baco de cada animal foram
retirados e macerados. Aproximadamente, 1x10° células destes 6rgdos foram
centrifugadas a 500 g por 5 minutos a 4 °C e ressuspendidas em 200 pl de PBS 1x
enriquecido com 2% Soro Fetal Bovino e 0,1% azida soédica. ApO6s nova
centrifugacao, o precipitado foi ressuspendido em 25 ul da mesma solugao contendo
0s anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25 e anti-CD19 na concentracdo
determinada para cada um deles. Ap6s 30 minutos de incubacéo a 4 °C no escuro,
as células foram lavadas duas a trés vezes em 200 pl de PBS contendo 0,1% azida

e, em seguida, foi realizada a leitura no citbmetro de fluxo FACSCanto Il.
3.7 Ensaio de Mieloperoxidase (MPO)
Para quantificacdo de neutrdfilos, foi avaliada a atividade da enzima MPO nos

tecidos dos animais apOs inducdo da tumorigénese. Segmentos de pele foram

cortados em pequenos pedagos, pesados e imersos em solugcdo tampao contendo
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fosfato de sbédio e EDTA para homogeneizacdo. Em seguida, o tecido foi
centrifugado a 600 x g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante desprezado. O pellet
foi ressuspendido por agitacdo no vortex em solucédo tampéo contendo fosfato de
sodio 0,02M e EDTA, e, a seguir, adicionado solucdo de NaCl 0,2% a 4 °C para lisar
as hemacias. O pellet obtido apos centrifugacdo foi ressuspendido em solucéo
tampéo contendo fosfato de sédio 0,05M e detergente H-TAB 0,05% (Brometo de
Hexadecil-Trimetil Amoénio, Sigma-Aldrich, EUA). Para finalizar a extracdo das
proteinas, a amostra foi congelada em nitrogénio liquido e descongelada 3 vezes e
centrifugada a 12000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para o
ensaio enzimatico o qual foi feito em placas de 96 pogos, contendo 25 ul de amostra,
que foi revelada pela adicdo de TMB (3,3,5,5-Tetrametilbenzidina, BD
PharmigenTM, EUA). A reacéo foi interrompida pela adicdo de H2SO4 4M, sendo a
leitura realizada em espectrofotdmetro a 450 nm. Os resultados foram expressos em
atividade de MPO (absorbancia em densidade 6tica - DO 450 nm/mg de tecido

homogeneizado).

3.8 Ensaio Imunoenzimatico para Dosagens de Citocinas na Pele - ELISA

A dosagem de citocinas IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 e TGF- foi realizada pelo
método de ELISA utilizando-se o sobrenadante da pele dos animais submetidos ao
protocolo de indugcédo da tumorigénese cutanea, a qual foi macerada no processador
de tecidos Polytron.

Placas de ELISA (Costar) foram sensibilizadas com anticorpos anti-IL-1(, anti-
TNF-a, anti-IL-6, anti-IL-10 (e-Bioscience) e anti-TGF-f (R&D Systems) em PBS
(100 uL/pogo) e incubadas por 18 h/temperatura ambiente (TA). Para dosagem das
citocinas a solucdo de PBS contendo 1% de Soro Albumina Bovina (Sigma) foi
empregada como bloqueio por lhora. Ao final da incubacao, foram realizadas trés
lavagens com 0,05% PBSTween (PBST) e adicionados 100 pL/pogo das citocinas
recombinantes diluidas na razéo 1:2 em reagente diluente assim como as amostras
de sobrenadantes.

Para a ativacdo do TGF- presente nos sobrenadantes, 100 pL das amostras

foram incubadas com 20 pL de solugéo de HCI (1N) por 10 minutos e, em seguida,
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foram adicionados 20 pL de solucdo de NaOH 1,2 N/0,5 M de Hepes, conforme
orientagdes do fabricante do “kit” (R&D Systems).

As placas foram incubadas com as amostras e recombinantes por 2 h/TA e
em seguida, foram lavadas em PBST. Anticorpos biotinilados anti-IL13, anti-TNF-q,
anti-IL-6, anti-IL-10 e anti-TGF-p foram adicionados as placas (100 uL/pogo) e
realizada nova incubacgdo de 2 h/TA. Outras trés lavagens em PBST foram feitas e
adicionados 100 pL/pogo do conjugado estreptoavidina-peroxidase. As placas foram
novamente incubadas por 30 min/TA. Em seguida, outro ciclo de trés lavagens foi
realizado e a reacao revelada pela adicdo de 100 uL/pogo do substrato contendo o
cromoégeno TMB (3,3,5,5° tetramethylbenzidine - eBioscience). A reacao foi

bloqueada com acido sulfarico 4M.

3.9 Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio de um software
computacional chamado Graphpad Prism, da companhia Graphpad Software
Incorporation, versao 5.0. Para analise da incidéncia tumoral de pele foi utilizado o
Teste Exato de Fisher, o restante das andlises foram feitas pelo teste One-Way
ANOVA seguido pelo Teste de Comparacdes Mdltiplas de Bonferroni. O nivel

minimo de significancia estabelecido foi p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da Resposta Inflamatoria a Tumorigénese Cutanea em
Camundongos das Linhagens C57BL/6, A/J e AIRmiIn

Para caracterizar o modelo de resposta inflamatéria nos animais C57BL/6,
nosso primeiro estudo foi avaliar a resposta ao tratamento com DMBA/TPA em
animais A/J e AIRmin e comparar com a resposta em animais C57BL/6. Os animais
A/J, possuem maior susceptibilidade a promoc¢do do tumor por TPA quando
comparado a linhagem C57BL/6 (Ashman et al.,1982), e os camundongos AIRmin,
0S quais possuem baixa resposta inflamatdria aguda sao susceptiveis a inducéo da
tumorigénese pelo DMBA (Biozzi et al., 1998). Para isso animais A/J, AIRmin e
C57BL/6 foram tratados com DMBA, iniciador do tumor na dose de 50ug/0,1mL por
cinco dias consecutivos e TPA, agente promotor, na dose de 5 ug/0,1mL duas vezes
por semana no periodo de 50 dias, ambos diluidos em acetona. Os animais foram
observados por mais 50 dias ap6s o término de aplicacdo do TPA, conforme
delineamento experimental descrito na Figura 5a.

Como demonstrado na Figura 6 os camundongos A/J (6b) e AIRmin (6c)
demonstraram reacao inflamatoria no dorso 48 horas apds aplicacdo das 5 doses
consecutivas do carcinogeno DMBA. Ao se observar os animais da linhagem
C57BL/6 (6a), notamos que os camundongos responderam de forma semelhante
aos outros 2 grupos, sendo que todos 0s grupos apresentaram resolucdo da

inflamacé&o no decorrer de 15 a 20 dias (Figura 7).
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Figura 6 — Imagem representativa da pele dos animais 48 horas apés tratamento com DMBA.

(a) C57BL/6, (b) A/J e (c) AIRmin. Imagem representativa dos grupos de animais 48 horas
apos aplicacdo epicutanea por 5 dias consecutivos de DMBA diluido em acetona. Fonte:
Vendramini P.V.R., 2013

Figura 7 — Imagem representativa da pele dos animais 20 dias apés tratamento com
DMBA/TPA.

(a) C57BL/6, (b) A/J e (c) AIRmin. Imagem representativa dos grupos de animais 20 dias
apos aplicacdo epicutanea por 5 dias consecutivos de DMBA e 2 doses de TPA, ambos
diluidos em acetona. Fonte: Vendramini P.V.R., 2013

Os grupos de animais C57BL/6, A/J e AIRmiIn, submetidos ao protocolo de
tumorigénese, foram acompanhados semanalmente até o dia o final do periodo de
experimentacdo, o dia 100. Ao observarmos a Figura 8 notamos que os papilomas
dos animais dos grupos C57BL/6 (8a) e AIRmin (8c) mostraram-se palidos, com
constante aumento de tamanho. No entanto foi observado em alguns casos que
alguns papilomas regrediam neste mesmo periodo. No entanto, os camundongos
A/J (8b) se caracterizaram por possuirem papilomas hiperémicos.
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Figura 8 — Imagem representativa da pele dos animais 100 dias apés o tratamento com
DMBA/TPA.

(a) C57BL/6, (b) A/J e (c) AIRmin. Imagem representativa dos grupos de animais 100 dias
apos aplicacao epicutanea por 5 dias consecutivos de DMBA e 10 doses de TPA, 2x/semana
até o dia 50, ambos diluidos em acetona. As setas mostram os papilomas na pele dos
animais das 3 linhagens que foram tratadas. Fonte: Vendramini P.F.R., 2013

4.1.1 Incidéncia e Multiplicidade de Papilomas e Tumores de Pele

A multiplicidade e incidéncia foram avaliadas nos trés grupos de animais. Os
papilomas foram observados durante 100 dias de protocolo de indugcdo da
tumorigénese cutanea. A multiplicidade ndo mostrou diferenca entre os animais
C57BL/6, A/J e AIRmin. No entanto, a incidéncia mostrou um aumento significativo

nos animais AIRmin quando comparados aos animais C57BL/6 e A/J (Figura 9).
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Figura 9 — Multiplicidade e incidéncia de papilomas na pele dos animais das linhagens
C57BL/6, A/J e AIRmin tratados com DMBA/TPA.
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Animais das linhagens C57BL/6, A/J e AIRmin (n=10 para cada grupo) foram tratados com
DMBA/TPA e observados por 100 dias. O gréafico de multiplicidade (a) mostra os resultados
expressos que representam a média dos papilomas em cada grupo e em cada periodo de
observacdo e o grafico de incidéncia (b) os resultados expressos em porcentagem de
animais positivos para o papiloma na observacdo macroscopica. Analise estatistica da
multiplicidade feita por One-way ANOVA seguido por Bonferroni, e a analise estatistica da
incidéncia feita pelo teste Exato de Fisher. p<0.05: ** comparando AIRmin vs. C57BL/6 e
AIRmin vs. A/J.
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4.1.2 Analise Histol6gica da Pele

A analise histologica dos animais C57BL/6, A/J e AIRmiIn teve como objetivo a
caracterizacdo de alteracdes causadas pelos reagentes DMBA e TPA na pele
desses camundongos. A deteccdo de diferencas na estrutura histolégica entre os
animais, assim como os tipos celulares envolvidos na reacdo do agente em questao
€ de extrema importancia para a compreensao das possiveis diferencas na
progressdo da inflamagdo causada pelo processo de tumorigénese cutanea. Para
isso a pele dos animais foi coletada para analise histolégica 100 dias ap6s o
tratamento com DMBA/TPA. A coloracao foi feita por HE. Como podemos observar
na Figura 10 os animais C57BL/6 (a), A/J (b) e AIRmin (c) apdés 100 dias do
tratamento com DMBA/TPA n&o apresentaram alteragdes significativas na pele. A
organizagdo histologica da pele se manteve normal, com camada de queratina de
espessura normal. Ha a presenca de esparsos neutréfilos e macrofagos na camada

dérmica da pele.

Figura 10 — Cortes histolégicos dos grupos C57BL/6, A/J e AIRmin 100 dias ap0s
tratamento com DMBA/TPA.
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Andlise realizada apds o tratamento com DMBA/TPA representativos dos grupos C57BL/6
(a), A1J (b) e AIRmin (c). Coloracao por HE e aumento de 10X. Fonte: Vendramini P.V.R.,
2013
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4.2 Inducdo e Promocdo da Tumorigénese Cutdnea — Analise da Resposta
Inflamatdria nas Linhagens C57BL/6, C57BL/6 CD8KO, CD4KO, NUDE e RAG

Uma vez caracterizado e avaliado o modelo de tumorigénese cutanea
induzida com DMBA/TPA em animais C57BL/6, o proximo passo foi utilizar as
linhagens C57BL/6 CD8KO, CD4KO, NUDE e RAG para avaliar a resposta
inflamatoria destes animais em relacdo aos animais C57BL/6. O protocolo de
inducéo de tumorigénese foi feito com DMBA e TPA, em dois estagios, conforme
delineamento experimental (Figura 5a).

O tratamento com o carcinbgeno DMBA e o0 agente promotor TPA tem como
caracteristica a formacao de multiplos papilomas, os quais podem regredir ou néo, e
em alguns casos, evoluir para carcinoma de pele. A contagem de papilomas e
lesbes sugestivas é fundamental para avaliar a sensibilidade a inducdo da
carcinogénese quimica. Assim, os animais foram observados macroscopicamente
durante 100 dias, ap6s protocolo de inducdo de tumorigénese cutanea, e 0s
papilomas contados semanalmente nesse periodo.

Ao observarmos a Figura 11, notamos que os camundongos dos grupos WT
(a), CD8KO (b), CD4KO (c) e RAG (d) apresentaram reacdo inflamatéria local 48
horas ap6s os 5 dias de tratamento com DMBA. No entanto, o grupo de
camundongos NUDE (d) foi excecdo e ndo desenvolveu qualquer alteracao visivel
na pele durante esse mesmo periodo. Decorrentes 15 a 20 dias do tratamento as
lesbes diminuiram de forma gradativa, com excecdo dos animais CD4KO, que

mantiveram a lesdo até o término do protocolo (Figura 12).
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Figura 11 — Imagem representativa da pele dos animais 48 horas apés tratamento com
DMBA.

(a) C57BL/6 WT, (b) C57BL/6 CD8KO, (c) C57BL/6 CD4KO, (d) C57BL/6 NUDE, (e) C57BL/6
RAG. Andlise realizada 48 horas apés aplicacdo epicutdnea por 5 dias consecutivos de
DMBA diluido em acetona. Fonte: Vendramini P.V.R., 2013
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Figura 12 — Imagem representativa da pele dos animais 20 dias ap0s tratamento com
DMBA/TPA.

(a) C57BL/6 WT, (b) C57BL/6 CD8KO, (c) C57BL/6 CD4KO, (d) C57BL/6 NUDE, (e) C57BL/6
RAG. Imagem representativa dos grupos de animais 20 dias ap0s aplicacdo epicutanea por 5
dias consecutivos de DMBA e 2 doses de TPA, ambos diluidos em acetona. Fonte:

Vendramini P.V.R., 2013

Os grupos de animais de linhagem C57BL/6 também estédo representados na
Figura 13 no término do protocolo de inducdo da tumorigénese cutanea. A
caracteristica dos papilomas se mostrou semelhante entre os animais selvagens e
0S animais nocautes que desenvolveram papilomas. Diferentemente dos outros
grupos de animais, os camundongos C57BL/6 CD4 KO permaneceram com a pele

inflamada durante todo o protocolo e sem o surgimento de papilomas.
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Figura 13 — Imagem representativa da pele dos animais 100 dias apds o tratamento com
DMBA/TPA.

(&) C57BL/6 WT, (b) C57BL/6 CD8KO, (c) C57BL/6 CD4KO, (d) C57BL/6 NUDE, (e)
C57BL/6 RAG. Imagem representativa dos grupos de animais 100 dias ap0s aplicacdo
epicutanea por 5 dias consecutivos de DMBA e 10 doses de TPA, 2x/semana até o dia 50,
ambos diluidos em acetona. As setas mostram os papilomas na pele dos animais das 3
linhagens que foram tratadas. Fonte: Vendramini P.F.R., 2013

4.2.1 Incidéncia e Multiplicidade de Papilomas

Durante os 100 dias do protocolo, os grupos de animais C57BL/6, C57BL/6
CD8KO, CD4KO, NUDE e RAG foram acompanhados e a multiplicidade e incidéncia
dos papilomas analisados. Os papilomas foram avaliados e contados
semanalmente. Como mostra a Figura 14a, o crescimento dos papilomas foi
observado entre os dias 30 e 60 e entre os dias 80 e 100.

Em relacdo a incidéncia, a Figura 14b mostra o mesmo perfil observado no
grafico de multiplicidade, um aumento entre os dias 30 e 60 e entre os dias 80 e 100.

Portanto, segundo as analises realizadas ndo houve diferenca significativa quanto a
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incidéncia e multiplicidade entre os grupos de animais C57BL/6 WT e os animais
CD8KO, NUDE e RAG. No entanto, os animais CD4KO, diferentemente dos outros

grupos, nao apresentaram crescimento de papilomas durante esse mesmo periodo.

Figura 14 — Multiplicidade e incidéncia de papilomas na pele dos grupos de animais
C57BL/6 tratados com DMBA/TPA.
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Animais C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO, NUDE e RAG (n=10 para cada grupo) foram
tratados com DMBA/TPA e observados por 100 dias. O grafico de multiplicidade (a) mostra
0s resultados expressos que representam a média dos papilomas em cada grupo e em cada
periodo de observacdo e o grafico de incidéncia (b) os resultados expressos em
porcentagem de animais positivos para o papiloma na observacdo macroscopica. Analise
estatistica da multiplicidade feita por One-way ANOVA seguido por Bonferroni, e a analise
estatistica da incidéncia feita pelo teste Exato de Fisher.
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4.2.2 Analise Histol6gica da Pele

Os animais C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO, NUDE e RAG apo6s 100 dias de
inducao da tumorigénese cutanea por DMBA/TPA tiveram a pele coletada e avaliada
quanto a presenca de infiltrado inflamat6rio no corte histolégico nesses grupos de
animais. A coloracéo foi feita por HE. Como podemos observar na Figura 15, os
animais C56BL/6 WT (a), CD8KO (b), NUDE (e) e RAG (f) mostraram esparso
infiltrado inflamatério na derme, com epiderme preservada, por vezes apresentando
por cima da camada coérnea material amorfo constituido de crosta constituida de
massa amorfa eosinofilica composta de restos coalescentes de queratindcitos, e
neutréfilos degenerados. Os animais CD4KO (15c), diferentemente dos outros
grupos, mostraram necrose do epitélio de revestimento associado a formacdo de
crostas constituidas de massa amorfa eosinofilica composta de restos coalescentes
de queratinécitos, e neutréfilos degenerados. Esses animais por vezes revelaram
total ou parcial destacamento da epiderme, com desnudamento do tecido dérmico.
Logo a seguir em direcdo & camada dérmica evidenciou-se variavel quantidade de
infiltrado inflamatério misto composto predominantemente de neutréfilos e raros
macrofagos. Ainda neste seguimento evidenciou-se tecido de granulacdo. O
paniculo quando presente no fragmento laminado apresentou esparsos neutrofilos e
macréfagos. Quando h& presenca do bordo epidérmico, este apresentou acantose
reacional, por vezes, com hiperqueratose ortoqueratética. A Figura 15d nos permite
ver, em um aumento de 20x, extensdo da lesdo para regibes mais profundas do
corte histolégico demonstrando o intenso infiltrado inflamatério nos animais C57BL/6
CD4KO.
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Figura 15 — Cortes histolégicos dos grupos C57BL/6 WT, C57BL/6 CD8KO, C57BL/6
CD4KO, C57BL/6 NUDE e C57BL/6 RAG 100 dias ap6s tratamento com DMBA/TPA.
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Andlise realizada ap6s o tratamento com DMBA/TPA representativos dos grupos C57BL/6
WT (a), CD8KO (b), CD4KO (c), CD4KO (aumento 20x) (d) NUDE (e) e RAG (f). Coloracdo
feita por HE e aumento de 10X. Fonte: Vendramini P.V.R., 2013

4.2.3 Caracterizagdo da Populacédo Linfocitaria no Baco e Linfonodo dos

Camundongos por Citometria de Fluxo

A populacdo de linfécitos no baco e linfonodo inguinal dos animais C57BL/6
WT, CD8KO, CD4KO e RAG também foi caracterizada e comparada para os
camundongos com (+) e sem (-) papilomas. Conforme podemos ver na Figura 16,
ndo houve diferenca significativa entre a porcentagem de linfécitos TCD4 (16a),
TCD4CD25 (16b), TCD8 (16c), TCD8CD25 (16d) e CD19 (16€) ao se comparar 0s
animais WT, CD8KO, CD4KO e RAG com e sem papilomas.



50

Figura 16 — Perfil linfocitario no baco dos animais C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO e RAG.
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Andlise de Citometria de fluxo de células provenientes de bago de animais tratados com
DMBA/TPA ap6s 100 dias. Os bacos foram retirados e marcados com anticorpos
fluorescentes, segundo material e métodos. A andlise foi feita em programa de andlise para
citometria de fluxo FlowJo. Foram utilizados animais dos grupos C57BL/6 WT, CD8KO,
CD4KO e RAG (n=10). (a)%CD4, (b)%CD4CD25, (c)%CD8, (d)%CD8CD25 e (e)%CD19. Os
resultados foram expressos como média + EPM. As analises foram feitas pelos testes One-
way ANOVA seguido por Bonferroni.

Da mesma maneira que no baco, a porcentagem de células TCD4 (17a),
TCD8 (17c), linfécitos B (17e) e da molécula CD25 (17 b,d), no linfonodo inguinal,
também ndo mostrou diferencas significativas quando comparamos 0s
camundongos WT, CD8KO, CD4KO e RAG com (+) papilomas e sem papilomas (-).

Na Figura 17 podemos observar a porcentagem de células nesses animais
conforme descrito acima.
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Figura 17 — Peffil linfocitario no linfonodo dos animais C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO e
RAG.
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Andlise de Citometria de fluxo de células provenientes de linfonodo de animais tratados com
DMBA/TPA apés 100 dias. Os linfonodos foram retirados e marcados com anticorpos
fluorescentes, segundo material e métodos. A andlise foi feita em programa de analise para
citometria de fluxo FlowJo. Foram utilizados animais dos grupos C57BL/6 WT, CD8KO,
CD4KO e RAG (n=10). (a)%CD4, (b)%CD4CD25, (c)%CD8, (d)%CD8CD25 e (e)%CD19. Os
resultados foram expressos como média + EPM. As andlises foram feitas pelos testes One-
way ANOVA seguido por Bonferroni.

4.2.4 Dosagem da Enzima Mieloperoxidase (MPO) para Quantificacdo de
Neutrofilos na Pele

Com o intuito de avaliar o infiltrado inflamatorio na pele dos animais tratados
com DMBA e TPA, ap6s 100 dias de protocolo de inducdo de tumorigénese, a pele
dos animais foi retirada e processada de acordo com material e métodos e

submetidos ao ensaio de dosagem da enzima mieloperoxidase (MPO). MPO foi
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utilizado como um marcador enzimatico para quantificar a producdo de
intermediarios reativos de oxigénio pelos neutrofilos que se infiltraram na pele em
resposta a aplicacéo topica de DMBA/TPA.

Ao avaliarmos os resultados obtidos observamos que os animais C57BL/6
WT, CD8KO e RAG nao apresentaram diferencas significativas entre si e se
comportaram de forma semelhante. No entanto, o grupo dos animais C57BL/6
CD4KO apresentaram um aumento significativo da enzima MPO, cerca de 6,5 vezes

guando comparado aos demais grupos de animais (Figura 18).

Figura 18 - Quantificacdo da enzima mieloperoxidase (MPO) na pele dos grupos de
animais C57BL/6.
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Quantificacdo da enzima mieloperoxidase (MPO) dosadas a partir do macerado da pele dos
animais C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO e RAG (n=10), conforme descricdo em Material e
Métodos. A pele foi retirada no dia 100 ap6s inducédo do protocolo de tumorigénese cutanea
com DMBA/TPA. Os resultados foram expressos como média £ EPM. As andlises foram feitas
pelos testes One-way ANOVA seguido por Bonferroni. ** p<0,05 comparando CD4KO vs. WT,
CD4KO vs. CD8KO, CD4KO vs. RAG.
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4.2.5 Producéo de Citocinas Pré-inflamatorias na Pele

Para avaliar o perfil de producdo de citocinas no processo inflamatério e
tumorigénico, citocinas pré-inflamatérias como IL-13, TNF-a e IL-6 foram
quantificadas pelo método de ELISA. Para este ensaio foram utilizados os
sobrenadantes do macerado da pele dos animais tratados com DMBA/TPA.

A citocina IL-1B (19a) foi encontrada em maiores quantidades nos animais
CD4KO, média de 766,87 pg/mL, cerca de 5,5 vezes maior que os animais WT e
CD8KO, os quais apresentaram niveis de producdo de citocinas IL-18 de 134,81
pg/mL e de 115,19 pg/mL, respectivamente. No entanto, os animais RAG nao
tiveram niveis de citocina IL-1p detectavel.

Ao verificarmos os niveis de citocina TNF-a (19b) observamos que os animais
CD4KO apresentaram cerca de 8 vezes mais TNF-a do que os animais WT, 381,15
pg/mL e 48,16 pg/mL, respectivamente. Em relacdo aos animais CD8KO e RAG, o0s
niveis de TNF-a foram, 74,00 pg/mL e 51,39 pg/mL, respectivamente, 0os quais foram
significativamente menores quando comparados aos camundongos CD4KO.

Ao verificarmos os niveis da citocina pro-inflamatéria IL-6 (19c) observamos
gue nos animais CD4KO apresentou uma média foi de 331,73 pg/mL, cerca de 12
vezes maior que os animais WT que tiveram niveis de 28,96 pg/mL desta citocina.
No entanto, observarmos o0s niveis proximos ao zero de IL-6 nos animais CD8KO e
RAG.
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Figura 19 — Producéo de citocinas pro-inflamatérias no macerado de pele dos grupos de
camundongos C57BL/6 100 dias apds inducdo da tumorigénese cutdnea com
DMBA/TPA.

. — 8004
— 1500 = .
E =
£ i S 600-
[=13 —_—
2 1000 - .
+ = +
! Z
= s00{ °* p . e
LI n " ¥y ¥
I - ] . * _% ¥
0-—wepee - i » u'_-"“”!- 5 {" ﬁ
WT  CDBKO CD4KO RAG WT  CDBKO CD4KO  RAG
) 1000- -
800 s
= &
E
5 6001
&
© 400+ T
= —‘:El—
200 Py
o. Ak
04

WT  CD8KO CD4KO  RAG

Quantificacdo de citocinas (a) IL-18, (b) TNF-q, (c) IL-6 dosadas a partir do macerado da pele
dos animais C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO e RAG (n=10), pelo método de ELISA, conforme
descricdo em Material e Métodos. A pele foi retirada no dia 100 apos inducéo do protocolo de
tumorigénese cutdnea com DMBA/TPA. Os resultados foram expressos como média + EPM.
As analises foram feitas pelos testes One-way ANOVA seguido por Bonferroni. ** p<0,05
comparando CD4KO vs. WT, CD4KO vs. CD8KO, CD4KO vs. RAG

4.2.6 Producdo de Citocinas Anti-inflamatérias na Pele

As citocinas anti-inflamatérias também foram investigadas nos animais
tratados com DMBA/TPA. Apés 100 dias. As citocinas TGF-f e IL-10 foram
produzidas em maiores quantidades nos animais CD4KO em relacdo aos outros
grupos de animais, conforme podemos observar na Figura 20.

A média da producédo de citocina TGF-B (20a) foi de 46,06 pg/mL pelos
animais WT, sendo que nos animais CD4KO foi de 111,304 pg/mL, cerca de 2,5

vezes maior. Os grupos de camundongos CD8KO e RAG apresentaram niveis de
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11,61 pg/mL e 12,31 pg/mL, respectivamente, os quais foram significativamente
menores quando comparados aos animais CD4KO.

A citocina IL-10 (20b) apresentou uma concentracdo de 158,89 pg/mL nos
animais WT e de 600,02 pg/mL nos animais CD4KO, cerca de 4 vezes maior quando
comparados aos animais WT. Nos animais CD8KO e RAG, as concentracoes de IL-
10 foram de 184,36 pg/mL e 131,48 pg/mL, respectivamente, resultados

significativamente menores quando comparados aos animais CD4KO.

Figura 20 — Producédo de citocinas anti-inflamatérias no macerado de pele dos grupos de
camundongos C57BL/6 100 dias apds inducdo da tumorigénese cutdnea com DMBA/TPA.
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Quantificacao de citocinas (a) TGF-B e (b) IL-10 dosadas a partir do macerado da pele dos
animais C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO e RAG (n=10), pelo método de ELISA, conforme
descricdo em Material e Métodos. A pele foi retirada no dia 100 ap6s inducédo do protocolo de
tumorigénese cutanea com DMBA/TPA. Os resultados foram expressos como média + EPM.
As analises foram feitas pelos testes One-way ANOVA seguido por Bonferroni. ** p<0,05
comparando CD4KO vs. WT, CD4KO vs. CD8KO, CD4KO vs. RAG.

4.3 Caracterizacdo e Avaliacdo da Resposta Inflamatéria em Camundongos
C57BL/6, C57BL/6 CD4KO e NUDE 48 horas ap6s Tratamento com DMBA

Ao avaliarmos os resultados obtidos nos diferentes grupos de animais,
C57BL/6 WT, CD8KO, CD4KO e RAG, e anteriormente em camundongos NUDE,
notamos que os animais CD4KO e NUDE apresentavam respostas praticamente
opostas. Apos acompanhar os 100 dias do protocolo destes 2 grupos de animais,
observa-se que os camundongos da linhagem C57BL/6 CD4 KO desenvolvem
resposta inflamatéria apds 48 horas (Figura 11), persistindo durante todo o

protocolo e os camundongos NUDE praticamente ndo apresentam resposta
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inflamatdéria ao tratamento com DMBA. Baseado nestes dados foi avaliado
isoladamente estes grupos, C57BL/6 CD4 KO e NUDE, os quais receberam
tratamento por 5 dias com DMBA e foram avaliados apés 48 horas do término do

tratamento, conforme delineamento experimental ja descrito (Figura 5b).

4.3.1 Analise Histoldgica da Pele

Os animais C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE foram tratados por 5 dias
consecutivos com DMBA e 48h ap0s o tratamento os animais tiveram a pele
coletadas para analise histoldgica e foram avaliados quanto a presenca ou nao de
infiltrado inflamatdério. Como se observa na Figura 21 os animais C57BL/6 WT (a) e
C57BL/6 CD4KO (b) mostraram necrose do epitélio de revestimento associado &
formacgéo de crostas constituidas de massa amorfa eosinofilica composta de restos
coalescentes de queratindcitos, e neutrofilos degenerados. Por vezes revelaram total
ou parcial destacamento da epiderme, com desnudamento do tecido dérmico. Logo
a seguir em direcdo & camada dérmica evidenciou-se variavel quantidade de
infiltrado inflamato6rio misto composto de predominantemente de neutrofilos e raros
macrofagos. Ainda neste seguimento foi visto tecido de granulacdo. O paniculo
gquando presente no fragmento laminado apresentou esparsos neutrofilos e
macréfagos. Quando o bordo epidérmico estava presente apresentou acantose
reacional, podendo haver hiperqueratose ortoqueratética. Os camundongos NUDE
(21c) mantiveram-se com a pele normal e camada de queratina de espessura
normal. Foi visto a presenca de esparsos neutréfilos e macréfagos na camada

dérmica da pele desses animais.
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Figura 21 — Cortes histolégicos dos grupos C57BL/6 WT, C57BL/6 CD4KO, C57BL/6
NUDE 48 horas apés tratamento com DMBA.

Andlise realizada apds o tratamento com DMBA representativos dos grupos C57BL/6 WT

(a), CD4KO (b) e NUDE (c). Coloracéo feita por HE e aumento de 10X. Fonte: Vendramini
P.V.R., 2013

4.3.2 Caracterizagdo da Populacédo Linfocitaria no Baco e Linfonodo dos
Camundongos por Citometria de Fluxo

Os camundongos C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE foram tratados por cinco
dias consecutivos com DMBA, apds isso os animais foram sacrificados, baco e
linfonodos foram retirados e processados, para avaliacdo da populacao linfocitaria.
No baco os animais WT, CD4KO e NUDE ndo mostraram diferencas significativas
entre si na porcentagem de linfécitos TCD4 (Figura 22a), TCD8 (22c), linfécitos B
(22e) e na molécula CD25 (22 b,d).
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Figura 22 - Perfil linfocitario no ba¢o dos animais C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE, apés
tratamento com DMBA.

WT

NUDE a) 20

CcDb8

WT C4KO NUDE

CD4

%CD4CD25
S S

WT C4Ko NUDE

CD4

%CD8
e o 3 3

wWT CD4KO NUDE

%CD8CD25
e e =
T T T i

02 apd gt
FE-CyTA> G028

WT CD4KO NUDE

%CD19
e5885223885

100 10
<APCA> CD1B

01 0 o
CD19 WT  CD4KO NUDE

Analise de Citometria de fluxo de células provenientes de baco de animais tratados com DMBA
apos 48 horas. Os bacos foram retirados e marcados com anticorpos fluorescentes, segundo
material e métodos. A analise foi feita em programa de analise para citometria de fluxo,FlowJo.
Foram utilizados animais dos grupos C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE (n=10). (a)%CD4,
(b)%CD4CD25, (c)%CD8, (d)%CD8CD25 e (e)%CD19. Os resultados foram expressos como
média + EPM. As analises foram feitas pelos testes One-way ANOVA seguido por Bonferroni.

Ja no linfonodo inguinal, diferentemente do baco, a porcentagem de linfocitos
TCD8 (Figura 23c) foi significativamente maior nos animais CD4KO, cerca de 32%,
quando comparados aos animais WT, cerca de 18%. Os linfécitos TCD4 (23a) e a
molécula CD25 (23b, 23d) ndo mostraram diferencas significativas entre esses os
grupos de camundongos. Os linfécitos B também foram comparados entres os 3
grupos de animais e também nao mostraram diferengcas significativas na

porcentagem de células (23e).
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Figura 23 - Pefrfil linfocitario no linfonodo dos animais C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE, ap0s
tratamento com DMBA.
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Andlise de Citometria de fluxo de células provenientes de linfonodo de animais tratados com
DMBA/TPA ap6s 100 dias. Os linfonodos foram retirados e marcados com anticorpos
fluorescentes, segundo material e métodos. A andlise foi feita em programa de analise para
citometria de fluxo FlowJo. Foram utilizados animais dos grupos C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE
(n=10). (a)%CD4, (b)%CD4CD25, (c)%CD8, (d)%CD8CD25 e (e)%CD19. Os resultados foram
expressos como média £ EPM. As andlises foram feitas pelos testes One-way ANOVA seguido
por Bonferroni. ** p< 0,05 comparando os grupos C57BL/6 WT e CD4KO.

4.3.3 Dosagem da Enzima Mieloperoxidase (MPQO) para Quantificacdo de

Neutréfilos na Pele

ApGs 48 horas do término do tratamento com DMBA, a pele dos animais dos
grupos C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE foram avaliadas. Para analisar o infiltrado
inflamatorio, foi realizada a avaliacdo através do ensaio enzimético para dosagem da
atividade de mieloperoxidase (MPO), que reflete a quantificacdo de neutrofilos
(Figura 24). Esses dados mostram que o grupo de camundongos C57BL/6 CD4KO

apresenta uma atividade enzimatica 2,5 vezes maior, significativa, quando
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comparados aos grupos de animais C57BL/6 WT, 58,34 e 22,72 nm/g de tecido,
respectivamente. No entanto, os camundongos NUDE apresentam baixos niveis da

atividade enzimatica, cerca de 2,47 nm/g de tecido.

Figura 24 — Quantificacdo da enzima mieloperoxidase (MPO) na pele dos grupos de
animais C57BL/6.
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Quantificacdo da enzima mieloperoxidase (MPO) dosadas a partir do macerado da pele dos
grupos de animais C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE (n=10), conforme descricdo em Material e
Métodos. A pele foi retirada 48 horas ap6s inducao do protocolo de tumorigénese cutdnea com
DMBA. Os resultados foram expressos como média + EPM. As andlises foram feitas pelos
testes One-way ANOVA seguido por Bonferroni. ** p<0,05 comparando CD4KO vs. WT, CD4KO
vs. NUDE e ## p<0,05 comparando WT vs. NUDE.

4.3.4 Producéo de Citocinas Pré-inflamatorias na Pele

As citocinas pro-inflamatorias na pele dos grupos de animais C57BL/6 WT,
CD4KO e NUDE também foram analisadas 48 horas apés aplicacdo do carcinégeno
DMBA.

A concentracdo da citocina IL-1B (Figura 25a) na pele dos animais C57BL/6
WT foi de 176,84 pg/mL e nos CD4KO de 961,99 pg/mL, cerca de 5,5 vezes maior.
Ja os camundongos NUDE, apresentaram niveis de IL-1B n&do-detectaveis.

Ao se verificar as concentracdes da citocina TNF-a (Figura 25b), nota-se que
os animais WT e NUDE néo tiveram niveis detectaveis. No entanto os animais
CD4KO tiveram niveis de 74,70 pg/mL de TNF-a.

As avaliacdes em relacdo a citocina IL-6 (Figura 25c) mostraram que as

concentragdes desta citocina no grupo de animais CD4KO (843,00 pg/mL) foi cerca
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de 3,5 e 21 vezes maior do que os grupos de animais WT (228,77 pg/mL) e NUDE
(38,59 pg/mL), respectivamente.

Figura 25 — Producdo de citocinas pro-inflamatérias na pele dos grupos de camundongos
C57BL/6 apos tratamento com DMBA.
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Quantificacdo de citocinas (a) IL-1B, (b) TNF-q, (c) IL-6 dosadas a partir do macerado da pele
dos animais C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE (n=10), pelo método de ELISA, conforme descri¢do
em Material e Métodos. A pele foi retirada 48 horas ap6s inducéo do protocolo de tumorigénese
cutdnea com DMBA. Os resultados foram expressos como média + EPM. As andlises foram
feitas pelos testes One-way ANOVA seguido por Bonferroni. ** p<0,05 comparando CD4KO vs.
WT, CD4KO vs. NUDE e ## p<0.05 comparando WT vs. NUDE.

4.3.5 Producdao de Citocinas Anti-inflamatérias na Pele

Os camundongos C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE também foram avaliados
qguanto ao perfil de citocinas anti-inflamatorias, TGF- e IL-10, 48h apds a aplicacéo
do DMBA. A concentra¢cdo no macerado da pele da citocina TGF- (Figura 26a) foi
de 39,79 pg/mL no grupo dos animais WT, nos animais CD4KO foi de 24,90 pg/mL e
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nos animais NUDE foi de 65,69 pg/mL. Estes valores, apesar do grupo de
camundongos NUDE apresentar valores, 1,65 e 2,63 vezes menores que 0S grupos
CD4KO e WT, respectivamente, ndo foram significativamente diferentes.

Em relacdo as concentracbes da citocina IL-10 (Figura 26b), os animais
NUDE e CD4KO, tiveram valores semelhantes, 74,73 e 74,07 pg/mL,
respectivamente. O grupo de animais WT tiveram niveis menores de IL-10, 39,97
pg/mL. A analise feita mostrou que nao ha diferenca significativa entre os grupos
avaliados.

Figura 26 — Producéo de citocinas anti-inflamatérias na pele dos grupos de camundongos
C57BL/6 ap6s tratamento com DMBA.
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Quantificacdo de citocinas (a) TGF-B e (b) IL-10 dosadas a partir do macerado da pele dos
animais C57BL/6 WT, CD4KO e NUDE (n=10), pelo método de ELISA, conforme descricdo em
Material e Métodos. A pele foi retirada 48 horas apds indugcédo do protocolo de tumorigénese
cutdnea com DMBA. Os resultados foram expressos como média £+ EPM. As analises foram
feitas pelos testes One-way ANOVA seguido por Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

A resposta imune inata é a primeira barreira imune frente a um distdrbio
patoldgico, e, em conjunto com o reparo do DNA e a morte celular, pode ser um dos
principais mecanismos para o controle do surgimento de células neoplasicas. A
inflamac&o, no seu perfil agudo ou crénico, tem ganhado cada dia mais importancia
por ser capaz de contribuir para o desenvolvimento, progressdao e metastase
tumoral. Em modelos animais os neutrdfilos, macréfagos e mastécitos, células da
imunidade inata, podem contribuir para a progressao tumoral do cancer de pele
epitelial. Outros estudos, no entanto, mostram a importancia dessas mesmas células
no combate e protecdo contra diversos tipos de cancer (Coussens, Werb, 2002;
Mueller, 2006). Células do sistema imune inato podem produzir diversas
citocinas/quimiocinas que recrutam células do sistema imune adaptativo, o qual é
capaz de reconhecer e atacar células cancerosas, as quais, infelizmente, possuem a
capacidade de evadir do processo de vigilancia imunolégico exercido pelo sistema
imune (Abbas et al., 2008; Coussens, Werb, 2002).

Os animais da linhagem C57BL/6 s@o descritos por serem refratarios no
estagio de promocéao da tumorigénese cutanea causada pelo TPA, por esse motivo,
e pelo fato desses animais serem resistentes a tumorigénese cutanea quando
comparados a outras linhagens de camundongos, como a SENCAR (Slaga, 1986),
primeiramente utilizamos as linhagens AIRmin e A/J para validar o protocolo de
inducao de tumor de pele. Os camundongos AIRmin, sdo animais com uma resposta
inflamatoria aguda minima, e sédo sensiveis a inducdo da tumorigénese cutanea por
DMBA/TPA (Biozzi et al., 1998). Dados da literatura mostram que, os camundongos
A/J, submetidos ao protocolo de indugcdo de carcinogénese cutanea com
DMBA/TPA, sdo mais sensiveis a fase de promocédo do tumor quando comparados
aos animais C57BL/6 (Ashman et al.,, 1982). Portanto, o primeiro experimento
realizado neste trabalho foi a caracterizagdo das linhagens de animais mais
sensiveis ao tratamento com DMBA/TPA, AIRmin e A/J, e comparar com o grupo de
animais C57BL/6, descrito como mais resistente. Estes grupos de animais foram
submetidos ao protocolo de indugédo da tumorigénese cutanea com as doses de

50ug/0,1mL em acetona de DMBA por animal durante cinco dias consecutivos e 5
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ug/0,1mL em acetona de TPA por animal duas vezes por semana até o dia 50,
sendo os animais acompanhados por mais 50 dias. Ao avaliarmos as respostas
destes animais, observamos que a multiplicidade de tumores (Figura 9a) nao foi
diferente nos trés grupos de camundongos, no entanto, os animais AIRmiIn
mostraram diferenca significativa na incidéncia de camundongos com tumores
guando comparados aos animais C57BL/6 e A/J, os quais ndo mostraram diferencas
entre si (Figura 9b). A andlise histologica ndo revelou diferencas quanto ao infiltrado
inflamatorio, quando se avaliou presenca e auséncia de células inflamatodrias nestes
trés grupos, mesmo havendo presenca de esparsos neutréfilos no dia 100 do
protocolo (Figura 15). Os dados analisados podem ser correlacionados com o fato
do cancer estar relacionado a inflamacéo e poder ser associado a duas vias, uma
via extrinseca, a qual as condi¢Bes inflamatdrias levam ao desenvolvimento do
cancer (como por exemplo, pela liberacdo de reativos de oxigénio e nitrogénio por
neutrofilos), e uma via intrinseca, onde alteracfes genéticas levam a progressao do
cancer contribuindo consequentemente para o0 estabelecimento de um
microambiente favoravel para o desenvolvimento do tumor. Desse modo,
independente da origem do tumor, ha células inflamatérias envolvidas no ambiente
tumoral (Colotta et al., 2009; Mantovani et al., 2008; Schetter et al., 2010). Portanto,
com estes dados constatamos que os camundongos AIRmin apresentaram maior
incidéncia do que os animais C57BL/6.

Conhecendo melhor a resposta em animais C57BL/6, o proximo passo foi
avaliar esta resposta em camundongos nocautes para células da imunidade
adquirida (linfécitos T e B). O modelo de tumorigénese utilizado neste trabalho
consiste na aplicagdo de agentes quimicos, DMBA e TPA, o0s quais causam
mutacdes nas células da epiderme, levando a um ambiente inflamatério o qual
auxilia na progressdo do tumor. Para isso, a avaliacdo de células e citocinas
envolvidas na resposta inflamatéria em animais da linhagem C57BL/6 e 0s seus
respectivos camundongos nocauteados para células da imunidade adquirida
(linfécitos T e B) nos permitiu avaliar o papel destas células na inflamacao da pele
destes animais e a participacdo destas células para o desenvolvimento da

tumorigénese cutanea nesses animais.
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De acordo com a analise estatistica ndo h& diferenca na multiplicidade
(Figura 14a) e incidéncia (Figura 14b) de tumores entre os camundongos selvagens
da linhagem C57BL/6 (WT) e os animais CD8KO, CD4KO, NUDE e RAG. No
entanto, os animais CD4KO n&o desenvolveram papilomas durante os 100 dias de
acompanhamento do protocolo, quando comparado aos grupos WT, CD8KO, NUDE
e RAG. Os animais CD4KO, além de ndo desenvolverem papilomas permaneceram
com a pele inflamada, sem cicatrizacdo da ferida, até o final do protocolo (dia 100)
(Figuras 11c, 12c e 13c). O infiltrado inflamatério na pele dos animais C57BL/6
CD4KO mostrou-se presente e em maior intensidade, no dia 100 do protocolo,
guando comparados aos grupos WT, CD8KO, NUDE e RAG, os quais mostraram
uma esparsa quantidade de neutrdfilos (Figura 15), confirmando a permanéncia do
processo inflamatério na pele dos animais CD4KO vista nas imagens
representativas. Ao avaliarmos o perfil linfocitario no baco (Figura 16) e linfonodo
(Figura 17), por citometria de fluxo, de forma individual dos animais que
desenvolveram ou nédo papilomas, avaliados macroscopicamente ndo encontramos
diferencas entre eles. Apesar dos linfécitos TCD8, de maneira geral, contribuirem de
forma efetora e os linfécitos TCD4 exercerem papel regulatério na defesa contra
carcinogénese cutanea causada por xenobidticos (Anderson et al., 1995; Yusuf et
al., 2008), os dados visto neste trabalho ndo nos permite afirmar qual seria o papel
de fato desses linfocitos na protecao contra tumorigénese, uma vez que nao houve
diferencas significativas entre os grupos de animais C57BL/6 com e sem papilomas
apos tratamento com DMBA/TPA.

Em um processo inflamatério os neutrofilos sdo as primeiras células a
migrarem para o local da lesdo e/ou injuria e contribuem para a defesa contra
microorganismos atraveés de fagocitose e producao de espécies reativas de oxigénio.
Além disso, eles sao importantes produtores de quimiocinas/citocinas, as quais séo
necessarias para o recrutamento, ativacao e diferenciacdo de diversas células do
sistema imune (Brigati et al., 2002; Coussens, Werb, 2002). Para avaliar a presenca
de neutrdfilos na pele dos animais C57BL/6 WT e dos animais CD4KO, CD8KO e
RAG foi realizado a medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), a qual é
encontrada nos granulos azurdfilos de neutrdéfilos, por ser importante como agente

bactericida, pois catalisa a formacgéo de hipoclorito a partir de peréxido de hidrogénio
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(H202) e cloreto (Sorensen, Borregaard, 1999; Suzuki et al,. 1983). A dosagem de
MPO correlaciona-se fortemente com a quantidade de neutrdfilos recrutados para o
local da lesdo durante a inflamacao, e esta enzima tem sido usada com sucesso
como marcador bioquimico de recrutamento destas células como marcador de
inflamacdes cutaneas (Bradley et al., 1982). Os resultados obtidos neste trabalho,
mostraram que 0s animais nocauteados para CD4 mostraram uma atividade da
enzima MPO maior do que os outros grupos de animais avaliados, WT, CD8, NUDE
e RAG, tanto no dia 100, apés inducdo da tumorigénese cutdanea com DMBA/TPA
(Figura 18), como 48 horas ap0s a aplicacdo das 5 doses consecutivas de DMBA
(Figura 24). Inferindo a migracao e participacdo dos neutrofilos nesta resposta. Em
trabalhos realizados com camundongos C3H/HeN CD4KO mostraram que estes
animais possuem uma porcentagem menor de papilomas e apresentam uma maior
hipersensibilidade por contato quando comparados aos animais WT, sugerindo que
os linfocitos TCD4 sdo necessarios para progressao tumoral (Yusuf et al., 2007).
Estes dados evidenciam a importancia dos linfocitos TCD4 para a progressao
tumoral, visto que os grupo de animais C57BL/6 CD4KO, por nés avaliado, nédo
apresentaram crescimento de papilomas e permaneceram com a pele inflamada,
sugerindo uma hipersensibilidade por contato aos carcinégenos DMBA/TPA, durante
todo o protocolo de experimentacao.

As citocinas, assim como as células da imunidade inata, também participam
do processo inflamatério e sdo chaves importantes de sinalizacdo na resposta
tumoral. Essas citocinas executam diversas funcdes e sdo secretadas em resposta a
lesbes causadas por carcindgenos, infeccbes e na presenca de processo
inflamatoério. No inicio da inflamacéo sua funcdo é minimizar o dano e promover o
reparo no tecido, no entanto em doencgas cronicas a produgéo persistente dessas
citocinas pode contribuir para formacédo e progressao do tumor (Dranoff, 2004). As
citocinas sdo produzidas por células estromais e células imunes em resposta a
sinais produzidos pelas células tumorais, por exemplo, como parte do processo
inflamatorio que acompanha o crescimento tumoral (Mukaida et al., 2011; Smyth et
al., 2004). Elas séao subdivididas em familias como: interleucinas, quimiocinas,
interferons, fatores de crescimento, fatores de necrose tumoral (TNF) e fatores de

crescimento transformador (TGF), e podem ainda serem classificadas como pré-
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inflamatérias, IL-1, IL-6, IL-15, IL-17, IL-23, TNF-a, e anti-inflamatérias, IL-4, IL-10,
IL-13, TGF-B e IFN-y, e dependendo do balanco entre esses dois grupos de
citocinas (pré e anti) o efeito coletivo pode ser tanto pré6 como anti tumorigénico
(Balkwill, Mantovani, 2001).

A citocina IL-1p atua principalmente como citocina inflamatéria, e pode ser
produzida diretamente pelas células do tumor o que resulta na producéo de fatores
pré-angiogénicos e fatores que levam a metastase (Lewis et al., 2006). Esta citocina
estd envolvida em estagios iniciais da carcinogénese causando o aumento da
producdo de reativos de oxigénio e nitrogénio, os quais induzem a proliferacdo de
células malignas, permitindo uma maior chance de mutacfes, um aumento da
invasdo das células tumorais, ativando os fatores angiogénicos e induzindo a
secrecdo de moléculas inflamatérias como MMPs, quimiocinas e integrinas, que
acabam por contribuir para metastase tumoral (Apte et al., 2006). Neste trabalho a
guantidade da citocina IL1-B mostrou-se aumentada nos animais C57BL/6 CD4KO
tanto nos 100 dias de protocolo (Figura 19a) como no protocolo de 48 horas (Figura
25a) quando comparados aos animais WT, CD8KO e RAG o0s quais ndo mostraram
diferencas entre si. A literatura descreve que pacientes com tumores soélidos como
tumor de mama, colon, pulmdo, cabeca e pescoco e melanomas expressam
guantidades maiores de IL-18 com progndsticos piores (Apte et al., 2006; Chen et
al., 1999; Elaraj et al., 2006; Gemma et al., 2001). Animais que superexpressam IL-
1a, da linhagem FVB e transgénicos, tratados com MCA-3 (3 — Metilcolantreno), um
hidrocarboneto aromatico policiclico como o DMBA, e TPA, mostraram menores
nameros de papilomas e carcinomas quando comparados aos camundongos
selvagens (Murphy et al., 2003). Assim os dados de Murphy e colaboradores (2003)
demonstraram que a expressdo de IL-1B no microambiente tumoral esta
correlacionada tanto com o tratamento de inducédo de tumores como pela presenca
de tumores no local avaliado. Estes dados corroboram o grupo de animais CD4KO
gue expressaram maiores quantidades desta citocina e mostraram menores
nameros de papilomas.

Outra citocina avaliada foi o TNF-a, citocina proé-inflamatéria, pleiotropica
produzida por macréfagos, neutrofilos, fibroblastos, queratindcitos, células NK,

linfécitos T e B e que pode, também, ser produzido por células tumorais. Essa
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citocina medeia a resposta inflamatéria em condigcbes aguda e crbnica, e € um
importante mediador de infeccdes e malignidades (Anderson et al., 2004; Younes,
Aggarwall, 2003). O TNF-a tem sido descrito como um paradoxo, pois quando se
trata de tumores, pode ser “fator de necrose tumoral”’, mas também pode ser “fator
de progresséo tumoral”. Esse paradoxo € explicado, em parte, pelas diferencas dos
niveis dessa citocina no tumor, ou seja, quando administrado terapeuticamente em
altas doses ele age como agente de toxicidade vascular causando regressao
tumoral, no entanto, quando produzido pelo préprio tumor, pelo TAM ou pelas
células estromais em niveis fisiologicos, ele promove o crescimento tumoral, recruta
altas quantidades de macrofagos, leva a uma maior producdo de IL-8, estimula
angiogénese, 0 que aumenta a expressao de fatores de crescimento (como MMP e
VEGF) e promove a EMT (Balkwill, 2002; Szlosarek et al., 2006; Yoshida et al.,
1997). Animais 129Sv x C57BL/6 TNFa nocautes mostraram uma quantidade de
papilomas dez vezes menor que os animais WT no periodo inicial da promocéo e
progressdo tumoral da carcinogénese quimica induzida por DMBA/TPA, ja em
periodos tardios da progressao tumoral tal diferenca nao foi vista, reforcando a idéia
de que o TNF-a é essencial para os periodos iniciais da promogao e progressao
tumoral (Moore et al., 1999). A quantidade de TNF-a nos animais C57BL/6 CD4KO
aos 100 dias de experimento, neste trabalho, foi significativamente maior que dos
grupos de animais WT, CD8KO e RAG, como se pode observar na Figura 19b. A
presenca do TNF-a em altas quantidades nos animais CD4KO, os quais nhao
desenvolveram papilomas, pode ser associado a dois fatores, o primeiro € de que a
guantidade de TNF-a é bastante alta quando comparada aos niveis fisiolégicos, e
desse modo estaria funcionando como fator anti-tumoral, ou ainda ao fato de que
mesmo o TNF sendo produzido em condi¢des fisiolégicas a promocdo e progressao
tumoral no modelo de tumorigénese cutadnea ndo acontece, pois esta parece ser
dependente dos linfocitos TCD4. E interessante notar que a presenca desta citocina
nos camundongos CD4KO ja se encontra elevada desde o periodo de iniciacdo do
tumor, ou seja, 48 horas apods a aplicacdo do DMBA (Figura 25b), nos animais WT e
NUDE a quantidade de TNF-a produzido neste mesmo tempo nao foi possivel

detectar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Anderson%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15251122
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A citocina IL-6 € um fator pro-angiogénico e tem um amplo espectro de
atividade biologica relativo a regulacdo da inflamacéo, proliferacdo celular,
imunomodulacdo, hematopoiese e tumorigénese, podendo ser secretada por
diversos tipos de células como fibroblastos, macrofagos, linfocitos T e B, células
endoteliais e queratindcitos ativados (Conze et al.,, 2001; Guo et al.,, 2012).
Camundongos Balb/c nocauteados para IL-6, apds inducdo de ferida na pele,
mostraram uma menor angiogénese e uma cicatrizacdo da ferida mais lenta quando
comparados aos animais WT (Lin et al., 2003). Xing e colaboradores (1998)
mostraram que TNF-a e IL-13 podem estimular a producéo de IL-6 por fibroblastos.
Neste trabalho a producédo de IL-6, assim como a producédo de TNF-a e IL-1B foram
maiores nos animais CD4KO quando comparados aos animais WT e NUDE 48
horas apds aplicacdo do DMBA (Figura 25c). Os animais WT e NUDE também
mostraram diferencas entre si na quantidade desta citocina. No dia 100 do protocolo
de tumorigénese cutanea os animais CD4KO também mostraram quantidades de IL-
6 significativamente maiores que os grupos WT, CD8KO e RAG (Figura 19c). Essa
maior producdo de IL-6 pelos camundongos CD4KO pode estar relacionada a
alguns fatores. O primeiro deles pode ser uma maior quantidade das citocinas TNF-a
e IL-1B, as quais podem estar induzindo a producdo de IL-6, conforme descrito
anteriormente. Ou ainda, pelo fato da aplicacdo do TPA, agente promotor, causar
inflamacédo e hiperplasia na pele dos camundongos (Naito et al., 1987), o aumento
da citocina pré-inflamatéria IL-6 pode confirmar a inflamacdo na pele dos
camundongos, causada pelo DMBA 48 horas ap0s aplicacéo epicutanea, e pelo TPA
durante todo o protocolo. Os animais WT mostraram uma leve inflamacédo no
periodo de 48 horas apds o contato com o DMBA e os animais NUDE praticamente
nao desenvolveram tal inflamacédo, o que pode explicar a diferenca da citocina IL-6,
CD4KO>>WT>>NUDE, entre esses dois grupos de animais e, por conseguinte, com
0 grupo de camundongos CD4KO. Vasunia e colaboradores (1994) mostraram ainda
gue mesmo aplicando-se TPA e inibindo a citocina IL-6 na pele de camundongos,
nao ha interferéncia no processo de promocédo tumoral, uma vez que a IL-6 nao
modula tal processo. Dessa forma a presenca da IL-6 na pele estaria confirmando o

perfil inflamatdrio, mas ndo necessariamente confirmaria o evento da promoc¢éo do
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tumor, o que neste trabalho, explicaria o fato dos animais CD4KO, estarem
inflamados, mas sem a presenca de papilomas.

As citocinas anti-inflamatérias também foram analisadas na pele dos animais
C57BL/6 apés inducdo da tumorigénese cutanea. O TGF-B € uma citocina
reguladora que pode ter fungBes estimuladoras e supressoras no cancer, e é
classificado como citocina anti-inflamatéria, mas pode atuar como pré ou anti-
inflamatoria. Uma das funcdes desta citocina ja bem elucidada é sua capacidade de
evadir da vigilancia imunologica 0 que causa o crescimento tumoral e metéstase,
pois 0 TGF- é um potente imunossupressor, que pode bloguear a producéo de IL-2,
o qual é crucial para proliferacéo, ativacdo e expanséo dos linfécitos T citotoxicos,
esta citocina tem capacidade de inativar as células NK, aumentar a formacdo de
células T reguladoras, bloquear a producdo de imunoglobulinas e bloquear a
expressao de IFN, o qual induz a expresséo de genes do MHC Il que sao essenciais
para o reconhecimento das células tumorais (Glick, 2004; Letterio, Roberts, 1998).
Na carcinogénese quimica induzida por DMBA e TPA, os animais nocautes e/ou
transgénicos para TGF-B possuem menor numero de papilomas benignos e maior
namero de carcinoma celular escamoso e metastase quando comparados aos
animais WT. O TGF- B na pele em condigbes normais suprime a inflamagéo, no
entanto no sitio tumoral ele causa aumento da inflamag¢do, o que contribui para
promogéao e progressao dos papilomas (Glick, 2004; Mordasky, et al., 2010; Perez-
Lorenzo et al., 2010). A maior quantidade de TGF- B nos animais C57BL/6 CD4KO
em relacdo aos grupos WT, CD8KO e RAG acontece apenas no dia 100 do
protocolo de inducéo da tumorigénese cutanea (Figura 20a). Este aumento de TGF-
B nos animais C57BL/6 CD4KO e a inflamagao persistente na pele dos animais,
durante os 100 dias, parecem estar associados a aplicacdo epicutanea do TPA,
apos o uso de DMBA, no dorso dos camundongos, este agente promotor tem a
propriedade de causar hiperplasia epidermal e inflamacdo na derme, além de
aumentar a expressédo de TGF- na epiderme (Akhurst et al., 1988; Muller, 2006),
no entanto ao contrario do que a literatura afirma, neste trabalho os altos niveis de
TGF-B nao foram suficientes para aumentar a formacdo de papilomas nos animais
CD4KO, mesmo havendo o quadro de inflamacdo exacerbada. Isso nos permite

salientar que a producédo dessa citocina pode, nesse caso, estar associada ao



71

controle da inflamacé&o, e no entanto, a quantidade de TGF-f produzida no dia 100
nao foi suficiente para o controlar o processo inflamatério. Outro dado importante é a
guantidade de TGF-B 48 horas apo0s aplicacdo do DMBA, neste tempo ndo ha
diferenca desta citocina entre os grupos de animais WT, CD4KO e NUDE (Figura
26a), mesmo ela estando presente nos trés grupos de animais. O TGF- é também
importante fator quimiotatico de neutrofilos (Reibman et al.,1991), e pode ser
associado ao aumento dessas células na pele dos animais CD4KO, ja que os
animais que possuem maiores quantidades de neutréfilos (Figura 18) na pele
possuem também maior quantidade de TGF-B (Figura 20a).

A citocina IL-10, assim como TGF- B, é estudada, principalmente por seu
papel anti-inflamatério. Ela foi inicialmente descrita como produto de células T
auxiliares 2 (Th2), responsavel por inibir as atividades das células Thl. Atualmente
sabe-se que ndo somente as células Th2 produzem IL-10, mas também células T
reguladoras, linfécitos B, células apresentadoras de antigenos (APCs),
queratinécitos e células epiteliais (Enk, Katz, 1992; Jung et al., 1995; O'Garra,
Murphy, 2009; Trinchieri, 2007). A citocina IL-10 pode auxiliar no mecanismo de
evasdo tumoral, pois tem a capacidade de diminuir a producdo de citocinas proé-
inflamatorias pelas células TCD4, inibir a expressdo de MHC e moléculas co-
estimulatérias, como por exemplo, as moléculas B7 (Moore et al., 2001; Vicari,
Trinchieri, 2004). Mumm e colaboradores (2011) mostraram que camundongos
C57BL/6 e Balb/c nocautes para IL-10, ao passarem pelo processo de inducéo da
carcinogénese quimica com DMBA e TPA, mostraram maior niumero de papilomas,
menor porcentagem de sobrevivéncia, além de menor expressdo de MHC |, menor
namero de células TCD8 e menor expressado de IFN-y na pele quando comparados
aos animais WT. Os animais transgénicos que possuem superexpressao de IL-10
tiveram os parametros inversos ao IL-10 KO com maior expressdo IFN-y, maior
namero de células TCD8 e menor niumero de papilomas quando comparados aos
WT e aos animais IL-10KO. Os dados deste trabalho se assemelham a Mumm e
colaboradores visto que os animais C57BL/6 CD4KO mostraram maior quantidade
de IL-10 quando comparados aos animais WT, CD8KO e RAG no dia 100 da
tumorigénese (Figura 20b) e ndo desenvolveram papilomas, além de deixar

evidente mais uma vez a tentativa no controle do processo inflamatério e 0 néo
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controle do processo pelo fato da quantidade de citocinas anti-inflamatoérias, como
IL-10, ndo serem suficientes. No periodo de iniciagdo do tumor, 48 horas apos
aplicacdo do DMBA, néo foi visto diferenca na quantidade de IL-10 na pele dos
animais WT, CD4KO e NUDE (Figura 26b), mostrando que tal diferenca da
expressdo de IL-10, assim como a de TGF-, acontece na fase da promocéo
tumoral.

Os resultados gerais desse trabalho sugerem uma importante correlacao
entre as células da imunidade adquirida, resposta inflamatéria e tumorigénese
cutanea induzida, deixando evidente, mais uma vez, a participagdo de citocinas na
resposta tumoral e a importancia dessas mesmas em modificar e influenciar o

ambiente tumoral.
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6 CONCLUSOES

- Analisando a multiplicidade e incidéncia tumoral pudemos mostrar que 0s animais
C57BL/6 e A/J sdo mais resistentes a inducdo tumoral pelo protocolo de DMBA e
TPA que os animais AIRmin;

- Analisando o protocolo de tumorigénese cutanea nos animais C57BL/6 Nude,
C57BL/6 Rag, C57BL/6 CD8KO nédo apresentaram diferencas em relacdo aos
animais C57BL/6 selvagens.

- Os animais CD4 Knockouts apresentaram inflamacéo continua aos 100 dias e nao
desenvolveram nenhum papiloma. Apresentaram aumento da MPO, sugerindo
infiltracdo de neutrofilos e aumento da producdo de IL1-B, IL-6, TNF-a, TGF-p e
IL10.

- Avaliando os tempos iniciais 48H apds aplicacdo do DMBA, os animais Knockout
para CD4 apresentaram aumento da MPO, IL1-B, IL-6, TNF-a, ndo havendo
diferencas na secrecdo das citocinas IL-10 e TGF-B. Neste protocolo os animais
C57BL/6 Nude tiveram respostas semelhantes aos animais C57BL/6 selvagens.
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