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Resumo

Introducéo: O modelo murino do tumor ascitico de Ehrlich é muito utilizado para
diversas investigacdes acerca do cancer, porém ainda existem lacunas sobre o padrao
inflamatorio a ele associado. Objetivo: Investigar o padrdo inflamatdrio na progressao
do tumor e na producdo de citocinas in vivo e in vitro. Metodologia: Para o
estabelecimento do modelo, um inéculo e 200uL da suspengéo de células tumorais (1x107
células/mL) foi aplicada no peritdnio. Os animais foram pesados ao longo de 6, 9 e 12
dias e apds a eutanasia, foram determinados o volume, aspecto, a celularidade, viabilidade
das células tumorais e o padréo de citocinas na ascite. No ensaio in vitro, macréfagos da
linhagem RAW 264.7 foram estimulados com sobrenadante da ascite e/ou
lipopolissacarideo para a avali¢do da producdo de citocinas e éxido nitrico. Resultados:
Durante o desenvolvimento do tumor, foi observado ganho progressivo de peso dos
camundongos, aumento do volume da ascite e aumento da celularidade com diminuigao
da viabilidade. Foi observado um aumento na producédo de IL-6, com reducgéo de IL-10 e
INF- v e manutenc&o dos niveis de TNF. No tratamento dos macrdfagos estimulados com
LPS, a ascite de 12 dias induziu uma reducéo na producéo de IFN-y e TNF nos tempos
de 24 e 48h e, independentemente do tempo da ascite (6, 9 ou 12 dia), a producgéo de IL-
6 foi diminuida em 24h, mas se manteve em 48h. Houve reducdo na producédo de éxido
nitrico nos macrofagos tratados e aumento de viabilidade em alguns grupos. Concluséao:
Apesar da detec¢do de citocinas antitumorais na ascite, houve melhora na viabilidade das
celulas tumorais, até o nono dia do desenvolvimento do tumor. Os resultados in vitro
indicam que os macréfagos expostos ao sobrenadante tumoral perdem a capacidade de

produzir citocinas importantes para combater o tumor.

Palavras-chave: Inflamacéo; Macrofagos; Modelo murino; Citocinas e Oxido Nitrico

Introduction: The murine model of ascitic Ehrlich tumor is widely used for several
cancer investigations, but there are still gaps about the inflammatory pattern associated
with it. Objective: To investigate the inflammatory pattern in tumor progression and
cytokine production in vivo and in vitro. Methodology: To establish the model, an
inoculum and 200pL of tumor cell suspension (1x107 cells/mL) was applied to the
peritoneum. The animals were weighed over 6, 9 and 12 days and after euthanasia, the

volume, appearance, cellularity, viability of tumor cells and cytokine pattern in the ascites



were determined. In the in vitro assay, macrophages of the RAW 264.7 strain were
stimulated with ascites supernatant and/or lipopolysaccharide for the evaluation of
cytokine and nitric oxide production. Results: During tumor development, progressive
weight gain of the mice, increased ascites volume and increased cellularity with decreased
viability were observed. An increase in IL-6 production was observed, with a decrease in
IL-10 and INF- y and maintenance of TNF levels. In the treatment of LPS-stimulated
macrophages, 12-day ascites induced a reduction in IFN- and TNF production at 24 and
48h, and regardless of the time of ascites (6, 9 or 12 day), IL-6 production was decreased
at 24h but maintained at 48h. There was a reduction in nitric oxide production in treated
macrophages and increased viability in some groups. Conclusion: Despite the detection
of antitumor cytokines in ascites, there was improvement in tumor cell viability by the
ninth day of tumor development. The in vitro results indicate that macrophages exposed
to tumor supernatant lose their ability to produce cytokines important for fighting the

tumor.

Keywords: Inflammation; Macrophages; Murine model; Cytokines and Nitric Oxide

Introduccion: EI modelo murino del tumor ascitico de Ehrlich es muy utilizado para
diversas investigaciones sobre el cancer, sin embargo existen lagunas sobre el patron
inflamatorio a él asociado. Objetivo: Investigar el papel de la inflamacion en la
progresion del tumor y en la produccion de citocinas in vivo e in vitro. Metodologia:
Para establecer el modelo, se aplic6 un in6culo y 200uL de suspensién de células
tumorales (1x107 células/mL) en el peritoneo. Los animales se pesaron durante 6, 9y 12
dias y, tras la eutanasia, se determind el volumen, el aspecto, la celularidad, la viabilidad
de las células tumorales y el patrén de citocinas en la ascitis. En el ensayo in vitro, se
estimularon macréfagos de la cepa RAW 264.7 con sobrenadante de ascitis y/o
lipopolisacarido para evaluar la produccion de citocinas y 6xido nitrico. Resultados:
Durante el desarrollo del tumor, se observd un aumento progresivo del peso de los
ratones, un incremento del volumen de ascitis y un aumento de la celularidad con
disminucion de la viabilidad. Se observé un aumento de la produccién de IL-6, con una
reduccion de IL-10 e INF- y y un mantenimiento de los niveles de TNF. En el tratamiento
de macrofagos estimulados con LPS, la ascitis de 12 dias indujo una reduccion de la
produccion de IFN-y TNF a las 24 y 48h e, independientemente del tiempo de ascitis (6,
9 0 12 dias), la produccion de IL-6 disminuyo a las 24h, pero se mantuvo a las 48h. Se



observé una reduccion de la produccion de éxido nitrico en los macrofagos tratados y un
aumento de la viabilidad en algunos grupos. Conclusion: A pesar de la deteccion de
citocinas antitumorales en la ascitis, se produjo una mejora de la viabilidad de las células
tumorales al noveno dia de desarrollo del tumor. Los resultados in vitro indican que los
macrdfagos expuestos al sobrenadante tumoral pierden la capacidad de producir citocinas

importantes para combatir el tumor.

Palabras clave: Inflamacion; Macréfagos; Modelo murino; Citoquinas y Oxido Nitrico

Introducéo

Um dos modelos mais estabelecidos para o estudo do cancer é feito através do
tumor de Ehrlich. Trata-se de um tumor murino agressivo e de rapido crescimento,
facilmente transplantavel de um camundongo para outro®. Quando as células tumorais sio
inoculadas no peritdnio, o cancer se desenvolve na sua forma ascitica, que provavelmente
é formada pelo aumento da permeabilidade vascular peritoneal gerada pela inflamacgéo
promovida pelo tumor?.

Uma vez que o tumor se instala, o processo inflamatério costuma gerar um
quadro anémico, aumento progressivo do tamanho do peritdnio, hemodiluicéo,
insuficiéncia cardiaca e morte?. A agressividade e progressdo tumoral, assim como o
tempo de vida, depende da linhagem de camundongos utilizadas e do volume total de
células inoculadas®. Essa caracteristica faz com que o tumor de Ehrlich seja um excelente
modelo para diversas investigacoes.

No microambientegerado pelo tumor, ndo ha grande participacdo de
linfocitos, visto que as células tumorais ndo expressam moléculas do MHC de classe |,
fazendo com que o macréfago seja a célula imunoldgica principal no combate ao tumor®.
Em diversos tipos de cancer, os macrofagos associados a tumores (TAM’s) costumam ter
uma alta plasticidade, sendo capazes de se aclimatar e adquirir um perfil especifico

dependendo da combinagéo de citocinas do microambiente tumoral®.

Os TAM’s podem ser ativados pela via classica, gerando um perfil

inflamatdrio, hostil ao tumor ou pela via alternativa, se transformando em um macrofago



mais tolerogenico e menos inflamatoric®. Os macrofagos ativados por LPS
(lipopolissacarideo) ou Interferon Gamma estdo associados a uma resposta mais
inflamatdria, podendo secretar IL-12, IL-18, IL-1, TNF e aumentar a quantidade de NO
presente no microambiente tumoral, o que pode ser favoravel a combater o tumor através

da destruicéo das células malignas’.

Macro6fagos ativado para um perfil menos inflamatério estdo do outro lado do
espectro da resposta imunoldgica, sendo estimulados por diversas citocinas como IL-4,
IL-13 e IL-10, por complexos imunes, receptores Toll-like, glicocorticoides e fator de
crescimento transformante-B (TGF-B)®°.Esse perfil de macréfagos produzem alta
quantidade de IL-10 e tendo funcdo no controle parasitario, remodelacdo de tecidos e nas
atividades fagociticas. Por outro lado, em tumores, macréfagos com perfil néo
inflamatorio estdo relacionados com supressao da resposta imune adaptativa, auxiliando

na progressdo, crescimento, metastase e angiogénese tumoral® ®

Além das citocinas e fatores de crescimento, uma molécula que esta bastante
relacionada com processos inflamatorios, no combate e até na progressdo tumoral é o
oxido nitrico (NO)*°. Um grupo de enzimas s&o responsaveis pelas sinteses do NO dentro
do organismo, uma delas é chamada de iNOS (Oxido Nitrico Sintase Induzida), que é
expressa por diversa células presentes dentro no microambiente tumoral, incluindo os

macrofagos e as proprias células do cancer?.

Em camundongos portadores do tumor de Ehrlich, foi verificado que o oxido
nitrico apresentou um efeito antitumoral na regido peritoneal onde se desenvolve a forma
ascitica do tumor, nesse caso o NO afetou o funcionamento normal das mitocéndrias e
estimulou a apoptose nas células tumorais. Experimentos com Diazepam mostraram uma
reducdo na quantidade macrofagos recrutados para o local do tumor e uma diminuicao na

concentracéo de NO, o que foi benéfico para a progressdo do tumor. 213,

Dada a importancia do tumor de Ehrlich para o estudo do céncer e a lacuna
de conhecimento sobre alguns aspectos do modelo, esse trabalhou investigou alguns
fatores relacionados ao perfil inflamatério da forma ascitica do tumor, verificando a
producédo de citocinas, de oxido nitrico e como os macrofagos sdo afetados pela presenca

do sobrenadante tumoral.



METODOLOGIA
Experimentos IN VIVO

Foram utilizados 12 camundongos da linhagem Swiss com 30 dias de idade
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo e aclimatados
durante 5 dias ao Biotério Experimental, com &gua e racdo ad libitum, fotoperiodo de 12
horas claro/escuro e com umidade e temperatura monitorada. O trabalho foi realizado
conforme as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFMA
como parte do projeto “ESTUDO E MANUTENCAO DO TUMOR ASCITICO DE
EHRLICH?”, processo n. 012975/2008-43.

Os animais foram separados de forma randdmica em 3 grupos com 4
camundongos em cada. Foi inoculada no peritonio dos animais uma suspensdo contendo
1x107/mL de células tumorais de Ehrlich ressuspendidas em PBS (Phosphate Buffered
Saline) no volume de 200pL, induzindo o crescimento tumoral na sua forma ascitica®®.

Apos a inoculagdo, os animais foram pesados e separados nos grupos conforme
o tempo de desenvolvimento da ascite por 6, 9 e 12 dias. O procedimento de eutanasia
foi realizado com a administracdo de uma sobredose de solugédo anestésica (solucao 2:1:1,
Ketamina 100mg/mL, Cloridrato de Xilasina 20mg/mL, PSB, via intramuscular).

No dia da eutanasia, os animais foram pesados e a ascite coletada em ambiente
estéril. O aspecto das ascite foi observado e categorizado em seroso (coloragdo
amarelada) ou hemorragico (coloracdo avermelhada). Para a verificacdo da celularidade,
uma aliquota da ascite de 1mL foi diluida em PBS. Em seguida, a suspensdo foi corada
com azul de tripan (0,04%) na diluigdo de 1:10. As células ndo coradas (viaveis) e coradas
(mortas) foram contadas na cdmara de Neubauer, com a objetiva de 40x. Para a obtencao

do sobrenadante, a ascite foi centrifugada a 170g, a 4°C por 10 minutos®™

Experimentos IN VITRO

Para 0 ensaio in vitro, foi realizada a cultura da linhagem de macr6fagos RAW-
264.7 em meio RPMI suplementado com Soro Fetal Bovino (10%), em frascos de cultura
celular de 75cm? em estufa a 37°C e 5% de CO? Apds a adesdo e a formacio da
monocamada, 0s macrofagos foram retirados da garrafa com auxilio do cell scraper,
contados e tiveram sua concentracio ajustada para 2.10° células/mL e plaqueadas em
placas de cultura de 96 pogos de fundo chato com um volume final 100puL.



Os macrofagos foram tratados com os sobrenadantes das acites obtidos no 6°, 9°
e 12° isoladamente ou estimulados com Lipopolissarideo (LPS) de E. coli (1ug/mL) (297-
473-0 Sigma-Aldrich) uma hora antes (LPS—Sob), simultaneamente (LPS=Sob) ou uma
hora depois (Sob—LPS). Como controles, foram utilizados macr6fagos mantidos apenas
em meio de cultura (Controle Negativo) ou estimulados apenas com LPS (Controle
Positivo). As placas de cultura foram mantidas na estufa durante 24 e 48h. Apds esses
tempos, os sobrenadantes foram retirados para determinagdo de citocinas e de NO. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

Dosagem de citocinas e NO

O meétodo de dosagem de citocina foi realizado no sobrenadante da ascite e
na cultura de macrofagos. As citocinas foram dosadas através do Mouse Inflammation kit
(BD Bioscience) conforme as orientagdes do fabricante. Brevemente, as amostras foram
incubadas com beads de intensidade de fluorescéncia diferente, sensibilizadas para as
respectivas citocinas: I1L-12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10 e 1l-6. Na placa de 96
pocos, foram adicionados 25uL por poco, da amostra padréo fornecida pelo fabricante,
dos sobrenadantes do tumor e dos sobrenadantes das culturas. Em seguida receberam
25uL de cada reagente “cytokine beads” para marcar a produgao de cada citocina e 25puL
de anticorpo conjugado ao fluorocromo PE. Apos 2 horas de incubacdo, as amostras
foram lavadas. Os dados foram adquiridos em citometro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) e os dados analisados no software FCAP ARRAY Versao
3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Para dosagem de NO, foram transferidos 50 pL de sobrenadante da cultura de
macrdfagos para uma placa de 96 pocos e adicionados mais 50uL de reagente de Griess.
A placa foi mantida em temperatura ambiente ao abrigo de luz durantes 10 minutos. A
leitura foi feita em espectrofotdbmetro de microplaca com filtro de 540nm, com branco

constituido por meio RPMI mais reagente de Griess®®.

Testes estatistico
Os tratamentos estatisticos da amostra foram realizados com os testes de
normalidade De Shapiro-Wilk. Foram usados os testes ANOVA one way, com pos-teste



de Tukey para os dados considerados paramétricos e Kruskal Wallis com pés-teste de
Dunn para os dados ndo-paramétricos, com nivel de significancia de 5%. Todas as

analises foram feras no software GraphPad Prism, versao 8.0

Resultados

Caracteristicas da ascite

Durante o desenvolvimento do tumor ascitico houve um ganho progressivo
de peso dos animais ao decorre dos dias, sendo o maior ganho no decimo segundo dia. A
celularidade e o volume da ascite aumentaram de forma independente com o passar dos
dias, principalmente entre o nono e o decimo segundo dia. Por outro lado, a viabilidade

celular apresentou um pequeno aumento do sexto para o0 nono dia e depois sofreu uma



diminuicdo expressiva no decimo segundo dia. Com o desenvolvimento da ascite, o

aspecto deixou de ser seroso e tornou-se hemorragico no decimo segundo dia.

Figura 1: Caracteristica da ascite do tumor de Ehrlich. (A) Ganho de peso dos
animais; (B) Celularidade da ascite; (C) Viabilidade da ascite; (D) Volume e aspecto da

ascite durante os dias 6, 9 e 12 de progressao tumoral. Dados apresentados por média.
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Perfil das citocinas do sobrenadante ascitico

Houve uma reducéo progressiva de 1L-10 com o desenvolvimento do tumor,
apresentando a maior concentragdo no sexto dia com reducgdo até o decimo segundo dia.
Ao analisar as concentracdes de IL-6, foi possivel observar uma estabilidade no sexto e

nono dia, com um aumento significativo ocorrendo no décimo segundo dia.



As concentracdes de IFN-y apresentaram uma redugdo ao longo do
desenvolvimento do tumor, com uma diminuicdo significativa no décimo segundo dia.
As concentracbes de TNF e MCP-1 ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significante durante o desenvolvimento do tumor e a citocina IL-12p70 ndo foi detectada

nas amostras.
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Figura 2: Perfil de citocinas durante do desenvolvimento da ascite do tumor de
Ehrlich. Concentracdo das citocinas (A) IL-10, (B) IL-6 e (C) IFN-y nos dias 6, 9 e 12
do desenvolvimento do tumor. O simbolo * representa diferenca significativa quando
comparado com o dia 6 (*p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001) e o simbolo # representa
diferenca significativa comparado com o dia 9 (#p<0,05). Dados apresentados em média
+/- SD pg/mL. Paras as citocinas IL-10 e IL-6 foi utilizado o teste estatistico ANOVA
one way, com poés-teste de Tukey. Para a citocina INF-y foi utilizado o teste estatistico
Kruskal Wallis com pds-teste de Dunn.

Efeito do sobrenadante ascitico na viabilidade da cultura de macréfagos RAW 264.7

O tratamento com o sobrenadante do tumor ndo foi capaz de reduzir a
viabilidade dos macréfagos quando estimulados com LPS, mostrando uma frequéncia
semelhante ao controle. Notavelmente, foi observado que no tratamento com
sobrenadante de seis dias e estimulo simultaneo e de nove dias com o estimulo de uma
hora antes ou simultaneo, a viabilidade foi maior que o controle no tempo de 24h (Figura
3A). Apds 48h, a viabilidade permaneceu igual ao controle, exceto no tratamento com

sobrenadante de doze dias e estimulado com LPS uma hora antes, que mostrou uma



elevacdo da viabilidade (Figura 3B). A viabilidade ndo foi diferente entre as células do

controle positivo e as do controle negativo (linha tracejada).
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Figura 3: Viabilidade de macrdéfagos tratados com a ascite nos diferentes tempos de
desenvolvimento estimulados com LPS. (A) Percentual de células viaveis em 24h
tratadas com sobrenadante de 6, 9 e 12 dias, estimulados com LPS uma hora antes,
simultaneamente ou uma hora depois. (B) Percentual de células viaveis em 48h tratadas
com sobrenadante de 6, 9 e 12 dias, estimulados com LPS uma hora antes,
simultaneamente ou uma hora depois. O simbolo * representa diferenca significativa
entre 0s grupos comparados com o Controle LPS com valor de (*p<0,05). A linha

tracejada indica a frequéncia da viabilidade dos macréfagos mantidos em meio. Dados



apresentados em média +/-SD. Foi utilizado o teste estatistico ANOVA one way, com

pos-teste de Tukey

Efeito do sobrenadante ascitico na modulacéo do perfil de citocinas produzidas pelos
macréfagos RAW 264.7

A deteccdo de IL-6 no sobrenadante da cultura de macrofagos estimulados
com LPS em 24h mostrou que o tratamento com o sobrenadante de 6, 9 e 12 dias reduziu
a concentracdo da citocina quando comparado com o controle positivo (Figura 4 A). Por
outro lado, em 48h de cultura houve uma reducgéo significativa de IL-6 no grupo controle
positivo e uma manutencdo da citocina nos grupos tratados com o0s sobrenadantes,
sugerindo uma manutencdo dos niveis de IL-6 ao longo do tempo pelos macréfagos
(Figura 4B).
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Figura 4: Concentracédo de IL-6 no sobrenadante da cultura de macrofagos. (A)
Andlise das concentracdes de IL- 6 em 24h e (B) 48h com células tratadas com
sobrenadante de 6, 9 e 12 dias e estimuladas com LPS uma hora antes (LPS—Sob),
simultaneamente (LPS=Sob) e uma hora depois (Sob—LPS). O simbolo * representa a

diferenca significativa quando comparado com o controle positivo (*p< 0,05; **p< 0,01;



***n<0.001; ****p<0.0001). Ndo houve concentracao detectavel de IL-6 nos macrdfagos
mantidos apenas com meio. Dados apresentados em média +/- SD pg/mL. Foi utilizado o

teste estatistico ANOVA one way, com pés-teste de Tukey.

Na andlise da concentracdo de IFN-y em 24 horas, todos os macrofagos
tratados com sobrenadante de 6 e 9 dias apresentaram uma concentracdo
significativamente maior que o controle positivo. Independentemente do tempo de
estimulo com LPS, os dados mostraram que a producéo de IFN-y foi diminuindo com o

tratamento da ascite, chegado a valores ndo detectados na ascite de 12 dias (Figura 5A).

Na leitura de 48 horas, houve um fendmeno semelhante ao de 24 horas. Os
macrdfagos tratados com sobrenadante de 6 e 9 dias apresentaram uma maior
concentracdo e relagdo aos controles e no tratamento com sobrenadante de 12 dias, a
concentracdo de IFN-y no grupo estimulado 1 hora antes foi significativamente maior
que o controle (Figura 5B). A concentracdo de IFN-y foi em média menor em 48 horas

qguando comparada com a leitura de 24 horas.

Em relacdo a producdo de TNF e os resultados mostraram uma reducao
significativa na concentracdo da citocina em todos os grupos tratados com sobrenadante
de 9 e 12 dias (Figura 6A).

Na leitura de 48 horas, as concentracfes foram semelhantes as encontradas
na leitura de 24 horas. Houve reducao significativa de TNF nos macréfagos com estimulo
simultdneo ao tratamento com sobrenadante de 6 e 9 dias. No grupo tratado com
sobrenadante de 12 dias, os macrofagos estimulados simultaneamente e 1 horas depois

também sofrerem uma reducdo significativa em relacdo ao controle (Figura 6B).
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Figura 5. Concentragdo de IFN-y no sobrenadante da cultura de macrofagos. (A)
Anélise das concentracdes em 24h e (B) em 48h com células tratadas com sobrenadante
de 6, 9 e 12 dias e estimuladas com LPS uma hora antes (LPS—Sob), simultaneamente
(LPS=Sob) e uma hora depois (Sob—LPS). O simbolo * representa a diferenca

significativa quando comparado com Controle Positivo no mesmo tempo (*p< 0,05; **p<



0,01; ***p<0.001; ****p<0.0001). Nao houve concentracdo detectdvel de IFN-y
controles. Dados apresentados em média +/- SD pg/mL. Para os tratamentos feitos com
ascite de 6 e 9 dias foi utilizado o teste estatistico ANOVA one way, com pos-teste de

Tukey. Para os tratamentos com ascite de 12 dias foi utilizado o teste estatistico Kruskal
Wallis com pds-teste de Dunn.
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Figura 6: Concentracdo de TNF no sobrenadante da cultura de macrdéfagos. (A)
Anaélise das concentracfes em 24h e (B) em 48h com células tratadas com sobrenadante
de 6, 9 e 12 dias e estimuladas com LPS uma hora antes (LPS—Sob), simultaneamente
(LPS=Sob) e uma hora depois (Sob—LPS). O simbolo * representa a diferenca
significativa quando comparado com Controle Positivo. (*p< 0,05; **p< 0,01;
***p<0.001; ****p<0.0001). O simbolo # representa diferenca significativa quando
comparado ao Controle Negativo (#p< 0,05; 2#p< 0,01; 3#p<0.001; 4#p<0.0001). A linha
tracejada indica a frequéncia média da concentracdo da citocina em sobrenadante de
cultura de macrofagos mantidos em meio. Dados apresentados em média +/- SD pg/mL.

Foi utilizado o teste estatistico ANOVA one way, com pds-teste de Tukey.

Efeito do sobrenadante ascitico na producéo de Oxido Nitrico (NO) da cultura de
macréfagos RAW 264.7

NA cultura de 24h, os macrdfagos tratados com sobrenadante de 6 dias ndo
apresentaram uma diferenga significativa na produgdo de NO em relagéo aos controles.
Nos tratamentos com sobrenadante de 9 dias, os macréfagos estimulados
simultaneamente e 1 hora depois apresentaram uma diminuicdo significativa em relacao
ao controle positivo. No tratamento com 12 dias, todos 0s grupos apresentaram uma

diminuicdo significativa na producdo de NO (Figura 8A).

Na analise realizada apds 48 horas, todos os macrdéfagos tratados com
sobrenadante de 6 e 9 dias apresentaram concentragdes significativamente maiores que o
controle negativo. Houve um aumento na producdo de NO em todos os grupos em relacéo
ao de 24 horas. No tratamento com sobrenadante de 6 dias, o tratamento com estimulo
simultaneo apresentou uma concentracao significativamente maior de NO em relagéo ao
controle positivo. No tratamento com sobrenadante de 12 dias os grupos estimulados 1
hora antes e 1 hora depois apresentaram concentracdes de NO significativamente menores

que o grupo controle LPS (Figura 8B).
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Figura 8: Concentracdo de NO no sobrenadante da cultura de macréfagos. (A)
Anélise das concentracfes em 24h e (B) em 48h com células tratadas com sobrenadante

de 6, 9 e 12 dias e estimuladas com LPS uma hora antes (LPS—Sob), simultaneamente



(LPS=Sob) e uma hora depois (Sob—LPS). O simbolo * representa diferenca
significativa quando comparado com Controle Positivo. (*p< 0,05; **p< 0,01,
***p<0.001; ****p<0.0001). O simbolo # representa diferenca significativa quando
comparado ao Controle Negativo (#p< 0,05; 2#p< 0,01; 3#p<0.001; 4#p<0.0001). A linha
tracejada indica a frequéncia média da concentracdo NO em sobrenadante de cultura de
macrdéfagos mantidos em meio. Dados apresentados em média +/- SD nM. Foi utilizado

0 teste estatistico ANOVA one way, com pos-teste de Tukey.

A andlise da concentracdo da citocina IL-10 foi realizada no sobrenadante da
cultura de macrofagos tratados com sobrenadante das ascites de 6, 9 e 12 dias, com 0s
diferentes tipos de estimulo com LPS em 24 e 48h. Os resultados ndo apresentaram

diferenca estatistica.

Discussao

Com o passar do tempo foi observado aumento da celularidade e volume da
ascite, semelhante ao encontrado por Fecchio et al®. Esse aumento de volume pode ser
uma das causas que explica o aumento do peso dos animais'’. Apesar do aumento da
celularidade, a viabilidade diminuiu, isso acontece devido ao quadro inflamatorio, que
reduz o aporte de nutrientes capazes de chegar no microambiente tumoral®” 18, Pode-se
perceber que o aspecto da ascite se torna hemorragico no decimo segundo dia, devido ao
extravasamento de sangue e para dentro da cavidade peritoneal, causada pelo aumento de

permeabilidade dos vasos em decorréncia desse processo inflamatorio intenso? 7.

Ao observamos o perfil das citocinas presentes na ascite, é possivel perceber
uma queda na concentragdo de IL-10, uma citocina fundamental para controle da resposta
inflamatdria. Em casos em que um processo inflamato6rio agudo se torna demasiadamente
persistente, a IL-10 pode ser expressa com objetivo de estabelecer a homeostase no
organismo*®?°. A menor concentragdo de IL-10 é observada principalmente no decimo
segundo dia, quando o processo inflamatorio estd mais acentuado, sendo isso percebido
pelo aspecto hemorragico da ascite, indicando uma perda na capacidade de controlar da

inflamacao.



De forma contraria, foi possivel observar um aumento da IL-6, com o pico no
decimo segundo dia. O papel da IL-6 & estimular o processo inflamatoério durante periodos
de estresse, podendo ser causados, por infeccdo e por lesdes nos tecidos?. Alta
concentracdo de IL-6 costuma ser uma caracteristica comum dentro do microambiente
tumoral de diversos tipos de cancer?>. O aumento da concentracdo de IL-6 aliada a
diminuicdo de IL-10 pode ser um fator relevante que explica o processo inflamatério
intenso observado nos camundongos de 12 dias. Uma vez que a baixa presenca de IL-10
pode indicar uma perda do controle da resposta inflamatoria juntamente com o estimulo

inflamatorio provocado pela presenca da IL-6.

IFN-y é uma citocina sintetizada principalmente por linfocitos T e por células
natura Killer, estimulando uma resposta inflamatéria antitumoral. Uma das principais
células ativadas pelo INF-y € o macrofago, que desenvolve um perfil classicamente
ativado e produtor de NO* 23, Além dos efeitos sobre os macréfagos, estudos em
linhagens celulares e em modelos animais demonstraram que o INF-y tem propriedades
antitumorais, que ajudam na eliminacdo do tumor?. E possivel observar uma diminuicéo
da concentracdo de INF-y no sobrenadante tumoral do sexto dia para o decimo segundo
dia, podendo indicar uma perda da capacidade de ativa¢do de macrofagos tumoricidas,

sendo benéfico para o desenvolvimento do tumoral.

O TNF ¢é uma citocina produzida principalmente por macréfagos e que age
em diversos mecanismos pré inflamatorios provocando apoptose em células tumorais 2.
Durante a progressdo do tumor houve uma flutuacéo nas concentrac@es de TNF que nao
se mostraram significativamente diferentes entre si. Resultados semelhantes foram
encontrados na literatura, que mostram essa flutuacdo na quantidade TNF durante o

desenvolvimento do cancer?.

Nos tratamentos realizados com os macrofagos da linhagem Raw 264.7, o
sobrenadante e o estimulo com LPS néo afetaram de forma significativa a viabilidade da
maioria dos macrofagos, com excecao de 3 grupos em 24 horas e 1 grupo em 48 horas. O
aumento detectado nesses grupos pode ser explicado pela presenca de fatores que podem
ser secretados pelas células tumorais e que estimulam a proliferagdo celular, como Fator

de Transformagdo do Crescimento B°.

Nos tratamentos, todo os grupos do tempo de 24 horas apresentam uma

reducdo na concentracdo de IL-6 em relacdo ao controle LPS e em macrofagos, o LPS



funciona como estimulo para producdo de IL-6%°. Foi possivel perceber que o
sobrenadante impediu boa parte da producédo dessa citocina nos macréfagos tratados. De
24 para 48 horas, houve a diminuicdo da concentracdo dessa citocina em todos 0S grupos
e principalmente no controle. Nas 48 horas, a maioria dos grupos tratados com

sobrenadante mantiveram concentracdes de IL-6 maiores que o controle.

O sobrenadante casou inicialmente uma producdo menor de IL-6, mas que
com o passar do tempo foi mais capaz de resistir a perda da citocina. Esse achado indica
macrofagos com um perfil que se afasta da inflamacdo aguda e se aproxima das
caracteristicas de inflamacéo crénica, com uma menor quantidade inicial de IL-6, porém

que se mantem presente por mais tempo?’.

Em 24 horas, ndo houve producdo INF-y nos controles, ao contrario dos
grupos tratados com sobrenadante de 6 e 9 dias, em que foi observado aumento
significativo da concentracdo de INF-y. Um resultado semelhante foi observado nas 48
horas. A falta da producao de IFN-y nos controles é esperada, ja que os macrofagos ndo
sdo produtores primarios dessa citocina, sendo principalmente produzida por células T e
NK?. Porém, macréfagos podem ser estimulados a produzir IFN-y quando estdo em
contato com as citocinas IL-12 e 1L-18%°. Essas citocinas podem ser produzidas por
macrdfagos ativados para um perfil mais inflamatorio, que estariam mais presentes no

tumor de 9 e principalmente de 6 dias.

Foi observado em 24 horas que os macrofagos tratados com sobrenadante de
9 e 12 dias tiveram uma produgéo menor de TNF em relagéo ao controle positivo. O TNF
pode ser produzido por macréfagos que sdo estimulados com LPS ou INF-y e tem um
papel importante no combate as células tumorais®® 3. Foi demonstrado que a ascite tem
uma reducdo da concentragdo de INF-y com o passar dos dias, com a menor quantidade
no dia 12, o que poderia fazer com que os macrofagos tivessem um estimulo a menos
para a producdo de TNF. Além disso, os sobrenadantes de 9 e 12 dias também

conseguiram combater o efeito do estimulo do LPS para producéo de TNF.

Houve uma reducdo de 24 para 48 horas na concentracdo de TNF nos grupos
controles e nos grupos tratados. Interessantemente, houve uma menor concentragdo de
TNF nos grupos que foram estimulados simultaneamente com LPS, indicando que
quando o tratamento é feito junto ao estimulo, os macréfagos tém uma menor capacidade

de manter os niveis de TNF ao longo do tempo.



O NO ¢é produzido por macréfagos ativados como método de combater as
células tumorais, sendo a baixa producdo ou a falta de NO um traco comum de
macrofagos mais tolerogenicos®2. Nos tratamentos, foi possivel perceber que o
sobrenadante de 9 e 12 dias diminuiram a producdo de NO em relacdo ao controle
positivo, indicando que os TAMSs no tumor de Ehrlich, tem pouca capacidade de producao

dessa molécula®.

Apos 48 horas, a producao geral de NO aumentou, o que €é esperado ja que se
leva um tempo do momento do estimulo até a producdo do 6xido. Porém, no tratamento
com sobrenadante de 12 dias estimulado uma hora antes e depois, a producao se manteve
menor gque os controles, mostrando que de fato o sobrenadante dessa fase ascitica é mais

competente em inibir a producéo de NO.

Conclusédo

Ao observamos o perfil das citocinas produzidas no sobrenadante tumoral, é
possivel inferir que no sexto dia da evolucdo do céncer, h4 o inicio da resposta
inflamatoria. No nono dia, a concentracao das citocinas comeca a mudar, indicando uma
perda da capacidade do controle da inflamacao, que se agrava no decimo segundo dia, em
que ha alta producdo de IL-6 e baixa producdo de IL-10. A diminuicdo de INF-y sugere

uma perda na capacidade de ativar macréfagos com perfil inflamatério antitumoral.

Nos tratamentos com o sobrenadante tumoral, é notavel que principalmente
na ascite de 12 dias, ha uma subversdo na producdo de citocinas em relacdo aos
macrdfagos controle, sendo notavel que essa subversdo aconteca mesmo nos tratamentos
em macrofagos que foram previamente estimulados com LPS. Evidenciando que os
macrofagos associados o tumor ascitico de Ehrlich tem menos capacidade produzir 1L-6,

TNF e NO, que sdo importantes recursos para 0 combate ao cancer.

As mudangas na inflamacéo ocorrida durante o desenvolvimento tumoral,
parece estimular macr6fagos menos competentes na eliminacdo de células tumorais,

indicando o uso do TAMs como forma de escape da resposta imune.
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