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RESUMO

Atualmente a obesidade é um problema de saude publica, que afetar todas as
idades, classes sociais e regides do planeta. Segundo dados da OMS de 2016, 13%
da populacdo adulta € considerada obesa. No Brasil 12,4% dos homens e 16,9%
das mulheres acima de 18 anos foram considerados obesos, em 2011, pelo
Ministério da Saude. O cancer de mama € o unico cancer diagnosticado em todas as
regides do planeta e, segundo a Sociedade Americana de Cancer, em 2012, o
cancer de mama foi responsavel por 25% dos novos casos e matou mais de meio
milhdo de mulheres. As brasileiras também sofrem com o tumor de mama que é o
mais diagnosticado no Brasil, segundo dados de 2016 do INCA.

A obesidade duplica a chance de desenvolver cancer de mama e isso esta
relacionado a inflamacao crénica de baixo grau instaurada pelo acumulo de gordura
que recruta células inflamatérias secretoras de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, aumentando a inflamacdo. Nesse contexto as células mamaéarias
malignas se apropriam dessa inflamacdo e seus mediadores para promover sua
sobrevivéncia, proliferacdo, disseminacédo e metastase.

Para identificarmos o papel da obesidade no tumor mamario, utilizamos o modelo
experimental de cancer de mama murino 4T1 em animais Balb/c fémeas
alimentadas por 16 semanas com dieta padrdo ou dieta hiperlipidica (60% das
quilocalorias séo lipideos). Cada animal foi pesado semanalmente e o consumo
médio diario de racdo foi calculado. Ao final das 16 semanas mais os 21 dias de
injecdo do tumor, os animais foram eutanasiados para a quantificacdo do peso das
gorduras perigonadais e retroperitoniais e remocao dos linfonodos inguinais
drenantes do tumor para realizacdo da citometria de fluxo.

Os resultados indicaram que os animais alimentados com HFD, ganharam mais
peso mesmo consumindo menos racdo em relacdo, aos animais alimentados com
dieta padrdo. Esse ganho de peso refletiu em uma maior adiposidade nos obesos,
devido ao maior peso das gorduras perigonadais e retroperitoniais. Além disso, 0s
animais obesos apresentaram um maior indide de Lee em relac&o aos controles.
Nosso trabalho indicou uma queda generalizada da resposta imune contra tumor,
pois observamos uma diminuicdo no numero de células totais dos linfonodos
drenantes do tumor, refletindo num menor nimero de células dendriticas e
macrofagos, que apresentaram menor ativacdo com baixas expressfes dos co-
estimuladores CD80 e CD86; e numa reducdo da resposta adaptativa, tanto no
namero de células efetoras como linfécitos auxiliares e citotoxicos quanto no nimero
de células reguladoras como os linfécitos Breg e Treg. Além disso, tambéem
observamos um desbalango entre a citocina inflamatoria IFN-y e a citocina anti-
inflamatéria IL-10, produzidas por linfécitos CD4" e CD8".

Em conjunto, nossos dados nos permitem concluir que a obesidade afeta
diretamente o sistema imune através da diminuicdo da resposta celular contra o
tumor como um todo, essa regulagcdo pode ser devido a modulagdo da
hematopoiese e inducéo de células MDSC.

Palavras-chave: Obesidade, cancer de mama, resposta celular, linfonodos inguinais
drenantes.



ABSTRACT

Nowadays the obesity is a public health issue capable to affect all ages, social
classes, and regions of the globe. According to data from Word Health Organization
in 2014, 13% of the adult population is considered obese. In Brazil the number are
also startling: in the adult population 12.4% of the men and 16.9% of women already
was considered obese in 2011 by Ministry of Healthy. Breast cancer is the only one
diagnosed in all regions of the planet and, according to American Society of Cancer,
in 2012 this type of cancer was responsible for 25% of the new cases and killed more
than half millions of women. The Brazilian women undergo by breast cancer, which is
the most commonly diagnosed among Brazilian women, according data from
Nacional Institute of Cancer in 2015.

Is certain that the obesity duplicates the chances to develop breast cancer and it is
correlated to the low grade chronic inflammation established by the fat accumulation
which recruit inflammatory cells that secrete cytokine, chemokines, and growth
factors, increasing the inflammation. In this context the malignant mammalian cells
get hold of this inflammation and its mediators to promote its own survival,
proliferation, dissemination, and metastasis.

To identify the role of the obesity in malignant breast tumor, we utilized in this project
the experimental murine model of breast cancer 4T1 in animals Balb/c females feed
for 16 weeks with the pattern diet or high-fat diet which 60% of kilocalories coming
from lipids. Each animal was weekly weighed and the individual average intake was
calculated. At the end of the 16 weeks more 21 tumor days after injection, the
animals were euthanized for removal of the perigonadal and retroperitoneal fat-pad
and also for the removal of the draining inguinal lymph nodes of the tumor to flow
cytometry analysis.

The results indicate that the animals feed with HFD, had weight gain even eating less
than the animals feed by control diet. This gain reflected in a major adiposity in obese
animals due to higher weight of the perigonadal and retroperitoneal fat-pad.
Moreover, the obese animals had a higher Lee Index on comparison of the controls
animals.

Our work indicated a general decrease in the immune response against the tumor
because was observed a decay of the number of the total cells of the tumor lymph
nodes drainage, which reflected a low number of macrophages and dendritic cells,
which also presents a lower activation with low expression of co-stimulators CD80
and CD86; and a decrease in the number of cells from adaptive response effector
and in regulator cells like lymphocytes Breg and Treg. In addition, was also observed
an unbalancing between the inflammatory cytokine IFNv and the anti-inflammatory
cytokine IL-10, produced by lymphocytes CD4" and CD8".

Together, this data allowed us to conclude that the obesity directly affect the immune
system through the reduction of the cellular response against the tumor, this setting
can be due to modulation of hematopoiesis and induction of MDSC.

Key words: Obesity, breast cancer, immune response, draining inguinal
lymph nodes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade é uma
doenca complexa, multifatorial, com dimensdes fisioldgicas, sociais e psicologicas,
que afeta um amplo espectro de individuos (praticamente todas as idades e grupos
sociais) e é caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura abdominal capaz de
prejudicar a saude do individuo e gerar uma inflamacao sistémica crénica de baixo
grau, com presenca de numerosos marcadores inflamatérios, que estdo diretamente
correlacionados com o grau de obesidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2015).

A crescente industrializacdo, urbanizacao e mecanizacao levou, em dimensao
global, a alteracdes nos padrdes alimentares (com o aumento da ingestdo de
alimentos ricos em gordura em detrimento a ingesta de alimentos de baixo teor
caldrico e ricos em fibras), nas formas de trabalho cada vez mais sedentarias e na
queda da realizacdo de atividade fisica. Esses fatores, juntamente com a falta de
politicas publicas de apoio a setores como saude, agricultura, transportes, marketing
consciente e educacdo alimentar, levaram a uma epidemia de obesidade.
Atualmente, a obesidade é considerada um problema de saude publica, que acarreta
diversos danos para a saude dos individuos como observado na tabela 01 e gera
custos sociais e econdmicos inestimaveis, como a reducdo da qualidade de vida e
dias de trabalho perdidos, visitas médicas, pensdes por incapacidade e mortalidade
prematura (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).



19

Tabela 01: Condicbes associadas a obesidade. Adaptado de (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA
JR., 2003).

Cardiovasculares Hipertensao Ortopédicas  Osteoartrite
Trombose Gota

Acidente vascular

cerebral Endocrinas  Sindrome do ovario policistico
Respiratorias Falta de ar Irregularidades menstruais

Apnéia do sono Gavidez Operacdao por cesariana
Gastrointestinais Hérnia de hiato Macrogenitossomia

Esteatose Defeito no tubo neural
Metabdlicas Hiperlipidemia Céanceres Céancer de mama

Resisténcia a insulina Céancer endometrial

Diabetes mellitus Cancer de préstata

Cancer de coloretal

Antes considerado um problema de paises com renda elevada, o excesso de
peso e obesidade estdo agora em ascensdo em paises de baixa e média renda,
especialmente em ambientes urbanos, onde o aumento dos niveis de obesidade
muitas vezes coexistem na mesma populacdo (ou até mesmo na mesma familia)
com quadro de subnutricdo. Isso ocorre porque criancas desses paises sao mais
vulneraveis a inadequado acompanhamento pré-natal e nutricional na infancia e
juventude. Ao mesmo tempo, essas criancas sao expostas a alimentos com elevado
teor de gordura e/ou acglcar e pobres em micronutrientes de alta densidade
energética, ja que esse tipo de dieta tende a ter um custo mais baixo, porém
também tem menor qualidade nutritiva. Estes padrfes alimentares em conjunto com
niveis mais baixos de atividade fisica, resultam em aumentos acentuados da
obesidade infantil, enquanto os problemas de subnutricdo continuam presentes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Estudos epidemioldgicos realizadas com pessoas gestadas durante o periodo
da fome Holandesa (dezembro de 1944 — abril 1945), indicaram que a desnuticdo
durante a vida intra-uterina gera adaptacbes capases de modular processos
metabolicos como acumulo de gordura, sintese de adipdsitos e resisténcia a
insulina, durante a vida adulta o que aumentariam os riscos de desenvolvimento de
doencas. Roseboom e colaboladores em 2001, demonstraram que pessoas

expostas a desnutricdo no inicio da gestacao, possuiam um maior IMC, modificacao
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da distribuicdo da gordura corporal e maior risco de doencas cardiovasculares na
vida adulta, além disso, outro estudo estabeleceu uma associacao entre a exposicao
a fome durante a gestacédo e a diminuicao da tolerancia a glicose em adultos com 50
anos (RAVELLI et al.,, 1998, ROSEBOOM et al.,, 2001). Esses estudos foram
confirmados em modelo animal, onde a desnutricdo fetal e o excesso de
alimentagao logo apds o nascimento, induziram um “catch-up” (crescimento rapido)
que favoreceu a programacdo da obesidade na vida adulta, porém essa
programacao foi dependente do tipo de desnutricdo, do momento da gestacdo em
que esse déficit ocorreu e do catch-up alcancado (BIESWAL et al., 2006).

Dados da OMS atualizados em janeiro de 2015 indicam que a obesidade em
adultos’ mais do que duplicou desde 1980 no planeta. Em ndmeros percentuais,
39% dos adultos estavam acima do peso e 13% ja eram considerados obesos em
todo mundo no ano de 2014. A figura 01 apresenta o mapa mundial da prevaléncia
da obesidade em homens e mulheres e a sua distribuicdo pelo planeta (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Figura 01: Prevaléncia de obesidade (IMC>30 kg/mz) no mundo, em individuos de ambos os
sexos, com 18 anos ou mais no ano de 2014. Adaptado de (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016a).

Essa doenca também representa um risco para criangas, pois, além dos
distarbios citados na Tabela 01, a obesidade infantil aumenta as chances de morte

prematura, pode acarretar algumas incapacidades fisicas na vida adulta e pode

1 ~ .
Adultos sdo pessoas com 18 anos ou mais.

10.0-19.9

20.0-29.9
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gerar efeitos psicolégicos, como baixa auto-estima, depresséo e isolamento social.
De acordo com levantamentos de 2013 feitos pelo Fundo das Nacdes Unidas para a
Infancia (UNICEF), pela OMS e pelo Banco Mundial, entre 2000 e 2013, o numero
de criangas menores de cinco anos com excesso de peso em todo o mundo
aumentou de 32 para 42 milhdes. Se essa tendéncia continuar, estima-se que a
prevaléncia de sobrepeso infantil, vai subir para 11% em todo o mundo no ano de
2025 (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2000). Além disso, a obesidade
infantil € um forte preditor da obesidade na idade adulta, o que gerara fortes
consequéncias, tanto para o individuo quanto para a sociedade como um todo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016b).

Os dados mais recentes, sobre obesidade e sobrepeso no Brasil, foram
reunidos no “Plano de agdes estratégicas para o enfrentamento das doencgas
cronicas nao transmissiveis” (DCNT), 2011-2022, um levantamento composto por
quatro diferentes inquéritos (Estudo Nacional da Despesa Familiar (Endef), a
Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo (PNSN) e as Pesquisas de Orcamentos
Familiares (POF) e o mais recente Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL BRASIL 2010)) realizados ao
longo de diversos anos e organizados pelo Ministério da Saude. Esse plano
demonstra em diferentes contextos e abordagens, os aspectos do sobrepeso e da
obesidade (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2011).

A proporcao de adultos obesos tem aumentado de forma progressiva no
Brasil, atingindo 12,4% dos homens e 16,9% das mulheres, em 2009, como
demonstra a figura 02. O excesso de peso e a obesidade entre jovens e criancas
também foi preocupante, pois ja atingem, 33,5% dos jovens e 14,3% das criancas e
a prevaléncia de obesidade em jovens foi de 5,9% em meninos e 4% em meninas
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2011).
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Figura 02: Prevaléncia de excesso de peso e obesidade na populacdo adulta (com 20 ou
mais anos) masculina e feminina no Brasil entre os periodos de 1974 a 2009. Adaptado de (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2011).

A medida utilizada pela Organizacdo Mundial da Saude e pelo Ministério da
Saude brasileiro para classificar sobrepeso e obesidade foi o indice de Massa
Corporal (IMC) (tabela 02), calculado a partir da relacdo do peso (em quilos) dividido
pela altura (em metros ao quadrado) de cada individuo. O IMC é uma ferramenta
bem aplicavel pois seu célculo € idéntico para ambos o0s sexos, para todas as idades
e € um importante indicador de fator de risco para doencas nao transmissiveis. No
entanto, este indice deve ser considerado um guia, pois pode nao corresponder ao
mesmo nivel de gordura em diferentes individuos, correndo o risco de gerar grandes
variacdes de obesidade. Uma pessoa com IMC de 30 kg/m? ou mais é considerada
obesa e uma pessoa com IMC igual ou maior que 25 kg/m? é considerada com
sobrepeso. E essa medida portanto pode ser usada como um sinal de risco para o
aparecimento de comorbidades como doengas cronicas (diabetes, doencas
cadiovasculares e canceres) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).
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Tabela 02: Classificacdo de sobrepeso e obesidade em adultos de acordo com o indice de
Massa Corpoérea. Adaptado de (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Classificacéao IMC (kg/m?) Risco de comorbidades

Subpeso <18,5 Baixo
Média normal 18,5-24,9 Médio
Sobrepeso 2250 Elevado
Pré-obeso 25,0-29,9 Alto

Obeso classe | 30,0-34,9 Altamente elevado

Obeso classe I 35,0-39.9 Grave

Obeso classe I 240,0 Altamente grave

Individuos adultos com IMC normal possuem em média 3 a 4 kg de tecido
adiposo, ja em individuos obesos com IMC 240 esse tecido pode chegar a 45 kg em
alguns casos. O tecido adiposo, anteriormente creditado apenas como um
reservatorio de energia, passou a ser reconhecido como um importante Orgao
enddcrino, pois a distribuicdo, tamanho e quantidade de adipésitos, podem reguladar
processos fisioldgicos fundamentais (SUNDARA RAJAN; LONGHI, 2016). O tecido
adiposo é composto por multiplos depésitos de gordura, que sdo agrupados em dois
tipos diferentes: o tecido adiposo marrom e o tecido adiposo branco. O primeiro, esta
relacionado ao gasto de energia e termogénese (transformando gordura em calor)
em resposta a estimulos percebidos pelo sistema nervoso central e por iSSo possui
um numero grande de mitocondriase e é bem vascularizado. O segundo, esta
envolvido no controle da homeostase energética, bem como na producdo de
hormdnios e moléculas inflamatérias como as adipocinas, relacionadas com a
inflamagéo (TRAN; KAHN, 2010).

O tecido branco representa a maior parte da gordura corporal e possui
diferentes funcdes e efeitos metabdlicos de acordo com sua localizagdo, assim dois
depositos se destacam: o tecido adiposo subcutaneo e o tecido adiposo visceral.
Estudos epidemiologico descobriram que o crescimento do tecido adiposo visceral é
determinante para a obesidade, pois é responsavel pelo aumento da circunferéncia
abdominal e do diametro do quadril, além de estar diretamente associado a doencas
como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, hipertenséo, aterosclerose, esteatose
hepatica e a mortalidade global (TRAN; KAHN, 2010).
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Além de toda a atividade metabdlica, o tecido adiposo produz uma variedade
de mediadores bioativos como adiponectina, leptina, IL-6, TNF-a, 0os quais atuam
localmente e sistemicamente para a homeostase do organismo, podendo assim
responder rapidamente e eficientemente a alteracbes na ingesta de nutrientes
através da expansao no tamanho (hipertrofia) e numero (hiperplasia) dos adipdcitos
(SUNDARA RAJAN; LONGHI, 2016).

Na obesidade, onde existe uma rica disponibilidade de energia associada a
sobrenutricdo, ha perda da homeostase metabdlica sisttmica e um processo
inflamatoério é ativado pelo aumento da massa do tecido adiposo, esta resposta
determina uma aumento dos niveis circulantes de mediadores bioativos como 0s
citados acima. Esse aumento na secrecao de citocinas pro-inflamatorias modula a
resposta das células desse tecido, como adipdsitos, pré-adipésitos, fribroblastos e
macréfagos, 0s quais irdo agir como mais um estimulo para essa inflamacao,
iniciando um um ciclo vicioso entre respostas metabdlicas e respostas imunes
nesses individuos obesos, culminando no desencadeamento de uma inflamacao
cronica de baixo grau, determinante para o aparecimento de patologias relacionadas
a obesidade (CARUSO; BALISTRERI; CANDORE, 2010).

Com o aumento evidente da obesidade entre os humanos, diversos estudos
foram iniciados para compreender melhor essa doenca. Alguns buscaram causas
genéticas para essa patologia e identificaram um importante gene, o ob, responsavel
por codificar a leptina. Porém poucas evidéncias foram encontradas sobre uma
maior pré-disposicdo de uma populacdo a obesidade em relacdo a outras por
motivos exclusivamente genéticos. Além disso, como o aumento substancial da
doenca € recente — aconteceu em pouco mais de duas décadas — ndo houve tempo
suficiente para a obesidade influenciar, de forma determinante, os fatores genéticos
e, por isso, 0s pesquisadores determinaram que fatores ambientais, como dieta e
falta de exercicios fisicos, também estdo envolvidos com a obesidade (PEREIRA;
FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

Para o melhor entendimento dos impactos dessa doenca, estudos comegam
a ser feitos com modelos animais, utulizando diversos tipos de inducéo a obesidade,
como: (i) lesdo neuronal no nucleo arqueado do hipotdlamo, realizada
cirurgicamente ou quimicamente; (i) alteracbes enddcrinas feitas através de
ovariectomia, eliminando os hormdnios ovarianos do sistema; (iii) manipulacdes

genéticas, geralmente, feitas geralmente, no gene ob produtor da leptina; (iv) dieta a
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qual simula o ganho cal6rico ocasionado pela alta ingesta de lipideos e/ou agucares
(PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

O modelo animal de obesidade realizado com dieta é 0 que mais se aproxima
do que ocorre em humanos, pois aumenta a ingestdo de lipideos e/ou acglUcares
(assim como ocorre em dietas ocidentais que sdo as mais consumidas) levando a
uma maior ingesta de energia densa (alto teor de gordura, agucares e amido), em
detrimento a ingestdo de alimentos de energia diluida (vegetais, frutas e cereais
integrais), conduzindo, assim, ao aumento no consumo total de energia. Nesse
contexto havera desequilibrio energético entre as calorias consumidas e as calorias
gastas, que é a causa fundamental do excesso de peso e da obesidade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Diversos estudos j4 apontaram que a obesidade e o sobrepeso estdo
diretamente associados com as chances de desenvolver cancer de prostata (DI
SEBASTIANO; MOURTZAKIS, 2014), cancer de mama (KWAN et al., 2015), cancer
de coélon (NEUMANN et al., 2015), cancer de bexiga (SUN et al., 2015), cancer de
tiredide (ZHANG et al.,, 2014) e com o pior prognéticos dessas doencas. A nivel
global, o desenvolvimento de diferentes tipos de canceres cresce em paralelo ao
aumento de peso da populacdo mundial, por isso é importante a realizacdo de
estudos de sobreposicdo entre obesidade e cancer para que se entenda a

correlacdo entre essas duas doencas

1.2 Cancer

Cancer é o nome genérico dado a um grupo de mais de 100 tipos de
doencas, desencadeadas por mutacOes ou alteracbes epigenéticas (imprinting
gendmico, silenciamento de genes, bookmarking) que geram mudancas no material
genético ou nos transcritos das células que ndo sao reparados e nem levam a morte
celular. Essa desestabilizacdo do genoma altera processos fisiologicos essenciais,
transformando células normais em células cancerigenas, que vao perpetuar o DNA
anormal.

Distintos tipos de tumores podem ser classificados de acordo com sua
capacidade de invasao: tumores invasivos sdo chamados de tumores metastaticos e

tumores nado invasivos sdo chamados de tumores benignos; ou podem ser



26

classificados de acordo com a origem da células maligna: (i) canceres que comecam
na pele ou nos tecidos que revestem ou cobrem o0s 0Orgaos internos sao
denominados carcinomas; (ii) cAnceres que comeg¢am no 0sso, cartilagem, gordura,
musculo, vasos sanguineos ou outro tecido conjuntivo ou de suporte s&o
denominados de sarcomas; (iii) canceres que comecgcam no tecido produtor de
sangue, como a medula 6ssea, e provocam um grande nimero de células anormais
no sangue sdo denominados leucemias; (iv) canceres que comec¢a nas células do
sistema imunolégico sdo denominados linfoma e mieloma e (v) cénceres que
comecam nos tecidos do cérebro e da medula espinhal sdo denominados de cancer
do sistema nervoso central (INCA, 2016a).

O cancer da mama € um tumor maligno que comeca principalmente nas
células da mama (em poucos casos pode comecar em outros tecidos) e ocorre
quase exclusivamente em mulheres, mas os homens podem desenvolvé-lo também
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). O carcinoma mamario é considerado cada
vez mais um grupo de doencas distintas devido a diferencas nos padrdes
moleculares, comportamentos clinicos, respostas ao tratamento e fatores de risco. A
identificacdo de subtipos de tumores mamarios pode ser dada pela origem do tumor:
cancer de mama ductal que comeca nos ductos que levam leite ao mamilo ou
cancer de mama lobular que comeca nas glandulas que produzem o leite materno,
(como ilustrado na figura 03) ou pela deteccdo da presenca e/ou auséncia de
marcadores biolégicos como: receptores de estrogénio, receptores de progesterona
e do fator de crescimento epidérmico humano 2 (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2013).



27

Parede do peito

Musculos

Ductos
Aréola

) Mamilo

Aréola ATy |
- L A48 Lobulos
Mamilo ¥ v )

Ductos

Lobulos Estroma

Figura 03: Esquema ilustrativo dos componentes do tecido mamario normal. Adaptado de
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

No ano de 2012, em todo o mundo, o cancer matou mais que doencas
infecciosas e parasitarias (como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
tuberculose e malaria), sendo responsavel por uma em cada sete mortes. Em paises
desenvolvidos, o cancer € a segunda principal causa de morte, perdendo apenas
para as doencas cardiovasculares e em paises em desenvolvimento, o cancer é a
terceira maior causa de morte. Estimativas indicam que o numero total de mortes
causadas por cancer irA aumentar para 21,7 milhdes de pessoas em 2030, 13
milhdes de novos casos em relacdo a estimativa de 2010. No entanto, esse nimero
pode ser maior devido a crescente adocao de estilos de vida que aumentam, cada
vez mais, a exposi¢ao aos fatores de riscos relacionados com o desenvolvimento de
diferentes tipos de canceres (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

Segundo a Sociedade Americana de Cancer (2013), o cancer de mama € o
cancer mais comumente diagnosticado entre mulheres na maioria dos paises em
todo o mundo. O tumor mamario € o unico cancer comum entre mulheres em todas
as regides do planeta sendo responsavel por cerca de 1,7 milhdes de novos casos
diagnosticados em 2012 (representando 25% de todos os novos casos de cancer
em mulheres) e totalizando 521.900 mortes de mulheres no mundo no mesmo ano
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

A grande variacdo na taxa de incidéncia de cancer de mama ao redor do

mundo (ilustrada pelo mapa mundial na figura 04) ocorre devido a diferencas na
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composicdo da populagdo, recursos para a saude, praticas de deteccgdo, estilo de
vida, fatores ambientais e genéticos, além do reflexo do nivel de desenvolvimento
econdbmico dos paises (paises com baixa renda possuem um menor registro de
incidéncia devido a ineficiente triagem, inexisténcia de aparato tecnoldgico de
deteccdo, falta de equipe médica treinada e falta de programas de prevencao, ja nos
paises de alta renda esse registro é maior devido ao rastreamento mamografico
eficiente e deteccdo tumores de assintomaticos) (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2015) .

Figura 04: Variacdo internacional da taxa de incidéncia de cancer de mama em 2012.
Adaptado de (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

No Brasil, os dados sobre cancer de mama sédo majoritariamente gerados
pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), o qual demonstrou a distribuicdo
proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para mulheres em
2016, sendo o tumor de mama o0 que mais atinge as brasileiras, responsavel por
28,1% dos casos no territério nacional, ficando a frente do cancer de Utero e de
ovario, responsaveis, respectivamente, por 7,9% e 3% dos casos, como mostra a
figura 05 (INCA, 2016b).
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Mulheres Mama feminina 57.960 28,1%
Colon e Reto 17.620 8,6%
Colo do dtero 16.340 7.9%
Traqueia, Bronquio e Puimao  10.890 5,3%
Estomago 7.600 3,7%
Corpo do utero 6.950 3,4%
Ovario 6.150 3,0%
Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Linfoma nao Hodgkin 5.030 24%
Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Figura 05: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2016 em mulheres no Brasil. Adaptado de (INCA, 2016b).

Segundo Melo e Junqueira, existem varios fatores de riscos que estdo
diretamente ligados ao aumento das chances de se desenvolver cancer de mama,
esses fatores de risco podem ser ambientais (radiacdo, consumo de tabaco e alcool,
obesidade, exposicdo solar, agentes infecciosos) e/ou fatores fisiolégicos (idade,
mutacdes hereditarias, hormdnios, inatividade fisica e condicées imunolégicas), que
podem levar ao acumulo de mutacdes, capazes de desencadear a mudanca de uma
célula normal em uma célula cancerigena (MELO; JUNQUEIRA; CHAMMAS, 2003).
A maioria das mulheres que possui um ou mais fatores de risco para cancer de
mama nunca desenvolveu a doenca, pois um fator de risco, ou mesmo varios, nao
necessariamente conduzirdo ao aparecimento da doenca. Porém, muitos pacientes
com cancer de mama nao tém fatores de risco aparentes e quando os tém é dificil
saber o quanto e qual dos fatores podem ter contribuido para o surgimento da
doenca. Alguns fatores podem ter maior influéncia para o aparecimento do cancer
do que outros, como é o caso do envelhecimento, pois a cada trés canceres de
mama invasivos, dois sdo diagnosticados em mulheres com 55 anos ou mais
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

Os custos financeiros com o cancer incluem tanto os gastos diretos com
tratamento, assisténcia e reabilitacdo, que estdo diretamente relacionados a
patologia quanto, os gastos indiretos como a perda de producdo econdmica,
pagamento de seguros de salude e morte prematura. Segundo a Agéncia de
Investigacdo de Saude e Qualidade, nos Estados Unidos, em 2011, U$$ 88,7
bilhdes foram gastos diretamente para custeio do combate e tratamento do cancer.
Ja a Europa, em 2008, perdeu € 75 bilhdes devido & diminuicdo da produtividade da
populacdo com algum tipo de cancer (HANLY; SOERJOMATARAM; SHARP, 2015).
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No Brasil, o Sistema Unico de Saude gastou mais de R$ 1,7 bilhdes no tratamento
contra o cancer em 2008, numero 176% maior em relacdo aos gastos no ano de
1999. A cada ano, no planeta, sdo gastos mais de U$$ 2 trilhdes, correspondendo a
cerca de 1,5% do produto interno bruto mundial, em iniciativas relacionadas ao
cancer (INCA, 20l16a). Portanto, ndo somente pela perda financeira, mas
principalmente pelo grande numero de individuos atingidos por todo o mundo, é de
grande importancia prevenir essa doenca. Canceres causados por fatores
ambientais como tabagismo, consumo excessivo de alcool, excesso de peso ou
obesidade, inatividade fisica, maus habitos alimentares, exposi¢cdo excessiva ao sol
e agentes infecciosos (como o papilomavirus humano, o virus da hepatite B e C,
virus da imunodeficiéncia humana) poderiam ser facilmente prevenidos se os fatores
causadores fossem eliminados ou evitados através de mudangas comportamentais.

Para além de uma mudanca no estilo de vida, existem, no caso do cancer de
mama, exames preventivos bem difundidos, como a mamografia, a qual aumentou o
namero dos diagndésticos de canceres de mama antes que eles causem quaisquer
sintomas. Ainda assim, alguns canceres ndo sdo encontrados, seja porque a
mamografia ndo foi feita sob condi¢des ideais ou porque a técnica ndo foi capaz de
detectar a massa tumoral. Por isso, a realizacdo em conjunto de mamografia,
ressonancia magnética, exames clinicos das mamas e o auto-exame oferece as
mulheres uma maior chance de reduzir o risco de morrer de cancer de mama
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

O prognostico de cancer de mama invasivo € fortemente influenciado pela
fase, extensdo e disseminac¢do do tumor quando diagnosticado. Se diagnosticado
numa fase inicial, enquanto ainda € pequeno e menos provavel que tenha se
espalhado para outras partes do corpo, o tratamento é mais eficaz e isso muitas
vezes significa uma melhor chance de cura, especialmente se o cancer for removido
cirurgicamente (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). No Brasil, 47% dos casos
de céncer de mama sao detectados no estagio Il (refere-se a tumores que se
espalharam para tecidos vizinhos ou ganglios linfaticos proximos), 8% detectados no
estagio Il (quando as células tumorais ja alcancam ganglios linfaticos acima da
clavicula), apenas 20% no estagio | (quando o cancer que ainda esta confinado a
mama) e 5% sdo detectados ja no estagio IV (quando ja existe metastase para
nodulos linfaticos e/ou érgaos distantes e a doenga esta avancada). As modalidades

de tratamento do céancer atualmente sdo: cirurgia, quimioterapia, radioterapia,
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terapia hormonal, terapia imunoldgica e terapia orientada, estes tratamentos podem
ser utilizados sozinhos ou em combinacao (INCA, 2014).

Em modelos animais, diversas subpopula¢des tumorais como 67, 168, 66, e
410 foram originadas a partir de um Unico tumor de mama espontdneo em um
camundongo Balb/c e dessas subpopulagbes foi isolada a sublinhagem utilizada
nesse trabalho, a 4T1(HEPPNER; MILLER; SHEKHAR, 2000). Estudos precursores
sobre essas linhagens de cancer de mama murino realizados por Miller e Aslakson
em 1992, demonstraram a partir de ensaios clonogénicos que as células 4T1 geram
metastases, principalmente, mas n&o exclusivamente, pela via hematologica
(ASLAKSON; MILLER, 1992). Devido a alta capacidade de disseminar para mesmos
sitios afetados pelo cancer de mama humano, o modelo de carcinoma mamario
murino 4T1 representa um sistema ideal para o estudo de metastases, regimes
terapéuticos, investigacdes de bases moleculares, celulares e patolégicas de cancer

de mama em diversos 6rgaos e tecidos.

1.3 Obesidade, cancer de mama e sistema imunolégico

Para que o processo de transformacdo de células normais para células
maligans aconteca, se faz necessario a aquisicdo de determinadas caracteristicas
pelas células normais, as quais irdo garantir a sobrevivéncia, proliferacéo,
disseminacdo e metastase tumoral. E para escapar do sitio primario, as células
tumorais devem modificar caracteristicas intrinsecas, extrinsecas e concluir uma
sequéncia de passos que favorecam a invasdo, transporte, detencéo,
extravasamento e crescimento fora do sitio de origem. Hanahan e Weinberg em
2000, definiram seis caracteristicas funcionais das células cancerigenas, que podem
ser adquiridas mais de uma vez (por diferentes mecanismos em diferentes estagios
de desenvolvimento): (i) auto-sufuciécia quanto a fatores de crescimento; (ii)
insensibilidade quanto a fatores inibitorios de proliferacdo; (iii) evasado da apoptose
ou morte celular programada; (iv) potencial replicativo infinito; (v) angiogénese
sustentada e; (vi) invaséo tecidual e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Em
2011, os mesmos autores revisaram esse trabalho e determinaram a aquisicéo de
duas caracteristicas emergentes: (vi) a desestabilidade do genoma (que gera

mutacdes aleatdrias, permitindo modificar ou reprogramar o metabolismo celular, a
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fim de subverté-lo a proliferacdo do tumor) e (viii) a instauragdo de um estado
inflamatorio (que permite a progressao tumoral através das células do sistema imune
do hospedeiro), como demontrado na figura 06 (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 06: Caracteristicas funcionais adquiridas durante o processo de transi¢cao de
células saudaveis para uma células malignas. Adaptado de (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O microambiente do tumor de mama em individuos obesos é caracterizado
pelo aumento da inflamacéo, hipoxia, angiogénese, invasdo, metastase e mudancas
nos fatores de crescimento proliferativos (VONA-DAVIS; ROSE, 2009). Muitos
estudos tém demonstrado varias moléculas que podem ser associadas a formacéo
desse microambiente tumoral, como leptina, fator de necrose tumoral alpha e beta
(TNF-a e TNF-B), interleucinas -1, -4, -6, -8 (IL-1, IL-4, IL-6, IL-8), quimiocinas como
CCL2 e CCL5, e que levam a um pior prognéstico de cancer de mama (GILBERT;
SLINGERLAND, 2013).

Quando as células do tumor de mama se tornam invasivas, o primeiro tecido

que elas entram em contato € o tecido adiposo. Essa interacdo com os adipdcitos —
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auxiliada por receptores de citocinas e quimiocinas das células cancerigenas e pela
producdo de quimioatrativos pelo 6rgdo alvo — estimula a progressdo tumoral
através da inflamacéo (GILBERT; SLINGERLAND, 2013).

As células imunes representam cerca de dois tercos da fracdo estromal do
tecido adiposo, em um individuo obeso a sua expansao extensiva o torna um grande
compartimento do sistema imune capaz de influenciar a inflamacao sistémica, a
capacidade de armazenamento de lipideos, a sensibilidade a insulina, o
metabolismo da glicose e a homeostase metabdlica (GRANT; DIXIT, 2015).

Durante o ganho de peso, o tecido adiposo que era estavel, sem inflamacgéo,
com oOtimo metabolismo e funcdo vascular normal passa por uma remodelacdo
tecidual, a qual afetara o controle da secrecdo de moléculas bioativas, a polarizacéo
para fendétipos proé-inflamatérios (como a troca de perfil de macréfagos M2 para M1),
a perda de linfocitos Treg e o aumento de células B, linfécitos T, neutrdfilos,
eosinofilos e mastécitos (GRANT; DIXIT, 2015).

A hipertrofia de adipécitos, devido ao aumento do armazenamento de gordura
ou aumento da expressao mediadores pro-inflamatorios, desloca o equilibrio imune
para a producdo de moléculas pro-inflamatorias, criando um ambiente que ativa a
troca de macrofagos do tipo M2 para M1 e favorece o aparecimento de estruturas de
coroa constituidas por adipécitos do tipo necroético. A hiperplasia do tecido, gera um
maior numero de pré-adipositos, aumentando, consequentemente, o0 numero de
adipdcitos, que por sua vez eleva os niveis de leptina em detrimento dos niveis de
adiponectina, recrutando maior quantidade de células do sistema imunoldgico as
quais secretam mais leptina, gerando um ciclo vicioso que impedira a resolucdo da
inflamacdo. Como ilustrado na figura 07, 0 aumento no tamanho e no nimeros dos
adipdsitos gera uma inflamacéo retroalimentada que se cronifica, originando um
microambiete com baixo grau de inflamagdo cronica, caracteristico de individuos
obesos, o qual desencadeara alteracbes patolégicas como a modulagcdo na
composicdo celular do tecido adiposo, além de uma infiltragdo de macrofagos e
fibrose (CARUSO; BALISTRERI; CANDORE, 2010).
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Figura 07: Modulacdo do tecido adiposo durante o ganho de peso. Adaptado de
(OUCHI et al., 2011).

Além disso, a producdo de diversos fatores inflamatérios pelos numerosos
células no tecido adiposo do obeso, pode estimular a circulacdo de altos niveis de
acidos graxos livres, que ativam a sinalizacao de receptores do tipo Toll (TLR — do
inglés “Toll-like receptors”) e aumentam a secrecdo de TNF-a, VEGF (do inglés
“vascular endothelial growth factor”), IL-6, IL-8, CCL2, CCL5 e CCL11, as quais
podem contribuir para crescimento do tumor de mama, pois CCL2 e CCL5 podem
suprimir a atividade anti-tumoral exercida pelos linfocitos T; a IL-6 contribui para o
desequilibrio a favor da leptina em detrimento da adiponectina produzindo mais
citocinas e mediadores pré-inflamatérios; e outros fatores como TNF-a, VEGF e IL-8,
podem levar ao crescimento de vasos no ambiente hipéxico favorecendo o tumor (
SIMONS et al., 2005; GILBERT; SLINGERLAND, 2013).

As adipocinas afetam o apetite, a saciedade, a glicose, o metabolismo
lipidico, regula pressao arterial, inflamagdo e fungBes imunes. Portanto elas
trabalham em rede para regular esses processos fisiolégicos ndo s6 localmente,
mas também sistemicamente. Devido a esse ambiente inflamado n&o se restringe ao

tecido adiposo, niveis séricos dessas moléculas aumentam nos obesos, indicando
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gue fatores pré-inflamatérios como TNF-a, IL-6, IL-8, e VEGF, além de sustentarem
o infiltrado de células do sistema imune, aumentam a angiogénese e a transicao
epitélio-mesenquimal, podendo gerar efeitos oncogénicos em locais distantes e
ajudar no desenvolvimento do tumor mamario e sua metastase (CARUSO;
BALISTRERI; CANDORE, 2010).

Uma importante adipocina circulante € a leptina que excerce um papel duplo
de horménio — sendo responsavel pela saciedade — e de citocina —atuando como
modeladora na resposta imune inata e adaptativa. Seu papel no cancer de mama
em animais obesos, foi estudado por Zheng e colaboladores (2011), através de
modelos de mutacdo génica, usando camundongos ob/ob e db/db. No grupo ob/ob,
gue nao possuia leptina circulante. Os tumores formados foram menores e houve
uma diminuicdo da proporcdo de células-tronco cancerigenas. Ja no grupo db/db,
que possui altos niveis de leptina circulante mas ndo tem os receptores para ela se
ligar, os animais desenvolveram tumores maiores devido a promocao da
sobrevivéncia e crescimento das células-tronco cancerigenas, concluindo que
em individuos obesos com altos niveis de leptina circulante, o tumor de mama é
mais agressivo (ZHENG et al., 2011).

Assim, dentro desse contexto de interacéo das células malignas com o tecido
adiposo, destaca-se uma importante rede de sinalizacdo a nivel local e sistémico,
que ir4 direcionar o transporte das células pelos vasos sanguineos ou linfaticos e
auxiliar no tropismo pelo érgdo alvo, isto é, essas interacdes no microambiente
tumoral coordenam a dissemina¢do do cancer e o desenvolvimento de metastases
(KARNOUB; WEINBERG, 2007). Véarias moléculas fazem parte dessa rede, inclusive
as citadas acima, mas ela também é elaborada com ajuda de membros de uma
familia de citocinas quimiotaticas conhecidas como quimiocinas, que engloba cerca
de 50 moléculas subdivididas com base no padrdo de residuos de cisteina na sua
regido amino-terminal, em quatro grupos: C, CC, CXC e CX3C (onde X indica
qgualquer aminoécido). Inicialmente essas moléculas foram descritas como
reguladoras do trafego de células do sistema imune (principalmente leucocitos) para
locais de inflamacdo, mas atualmente sabe-se que as quimiocinas, juntamente com
seus receptores, podem regular também uma infinidade de outras fung¢des, que
incluem a manutencdo da homeostase do tecido, a regulacdo de cascatas
sinalizadoras, tumorigénese, invasao, metastase, adesao (célula-célula e célula-

matriz), transicao epitélio-mesenquimal e sobrevivéncia (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000).
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Em tumores, a expressdao das quimiocinas e seus receptores esta
desregulada e, por isso, podem servir como marcadores de desenvolvimento de
neoplasias e progressao da doenca. No esquema da figura 08 as células epiteliais
neoplasicas, secretam quimiocinas as quais ndo atuam apenas autocrinamente, mas
também ajudam a modular 0 microambiente tumoral, direcionando a migracao
através do gradiente quimiotatico, promovendo o recrutamento de varias células,
gue formam infiltrados tumorais como: os macréfagos associados ao tumor (TAM do
inglés “tumour-associated machophages”), neutrofilos associados ao tumor (TAN do
inglés “tumour-associated neutrophilis”), linfocitos associados ao tumor (TAL do
inglés “tumour-associated lymphocytes), fibroblastos associados ao cancer (CAF do
inglés “cancer-associated fibroblasts) e células tronco mesenquimais (MSC, do
inglés “mesenchymal stem cells”), que produzem uma série de quimiocinas,
citocinas, proteases e fatores de crescimento, culminando em um microambiente
tumoral possuidor de uma complexa rede de comunicacdo capaz de modular a
evasao do sistema imunoldgico, angiogénese, intravasamento e extravasamento,
essenciais para o desenvolvimento, sobrevivéncia e metastase do cancer de mama
(ROUSSOS; CONDEELIS; PATSIALOU, 2011).
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Figura 08: Esquema do microambiente tumoral e a influéncia das quimiocinas na evaséao do
sistema imunoldgico (a.), angiogénese (b.) e intravasamento e extravasamento (c.). As setas cinzas
indicam a dire¢c@o do gradiente quimiotatico: da célula que secretou para a célula que responde ao
estimulo; setas pretas indicam a direcdo da migracdo celular; setas cinzas pontilhadas a matriz de
fibra por onde a célula migra. CSF1 (fator estimulador de crescimento de coldnia 1, do inglés colony-
stimulating factor 1); CSF1R (receptor de CFS1, do inglés “CSF1 receptor”; EGF (fator de crescimento
epidermal, do inglés “epidermal growth factor’); EGFR (receptor do EGF, do inglés “EGF receptor”;
PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas, do inglés “platelet-derived growth factor”); TGF(
(fator transformador de crescimento beta, do inglés “transforming growth factor-B); VEGF; VEGFR
(receptor do VEGF, do inglés “VEGF receptor’). Adaptado de (ROUSSOS; CONDEELIS;
PATSIALOU, 2011)

Uma das quimiocinas mais criticas para recrutamento de macrofagos
associados ao tumor no cancer de mama € a CCL5 pois ela estimula essas células a
produzem MMPs (metaloproteinases do inglés “matrix metalloproteinase”) e fatores
angiogénicos que permitem a invasdo do cancer de mama. Outra importante
guimiocina é a CCL2, que pode ser secretada tanto pelas préprias células tumorais
guanto pelos macrofagos e é responsavel pelo recrutamento de linfocitos Th2 pro-
tumorigénicos, pois sao incapazes de montar uma resposta suficiente para acabar
com o cancer, além de inibir a tentativa de estabelecer uma resposta eficientemente
apropriada contra o tumor (PENG; SHU; KRAUSS, 1997).

As guimiocinas também estdo envolvidas na regulacdo do recrutamento de
células nao-imunes, como fibroblastos e miofibroblastos, que podem migrar dos

tecidos adjacentes normais ou de locais distantes do corpo para o microambiente
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tumoral. Esse recrutamento leva ao aumento dos niveis de CXCL12 a qual esta
associada ao crescimento do cancer e formacdo de novos vasos, culminando no
aumento da capacidade de invasdo e disseminacdo metastatica de células do
carcinoma mamario (KARNOUB; WEINBERG, 2007).

Quimiocinas pro-angiogénicas secretadas por células malignas como CXCL1,
CXCL5 e CXCL8 recrutam células do sistema imune, fazendo com que células do
infiltrado tumoral produzam MMPs e aumentem a secrecdo do VEGF. O balanco
favoravel para quimiocinas anti-angiogénicas em relacdo as quimiocinas pro-
angiogénicas direciona a resposta linfocitaria para um perfil Thl anti-tumoral,
determinando o curso do desenvolvimento do cancer (KARNOUB; WEINBERG,
2007).

As células do cancer de mama também sofrem diretamente a influéncia das
quimiocinas, pois respondem ao gradiente quimiotatico produzido por elas em
virtude dos multiplos receptores dessas moléculas que sao expressos em suas
membranas. Estudos de incubacdo com diferentes linhagens de tumor mamario e
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL3, CXCL7, CXCL8, ou CXCL10
observaram que algumas dessas quimiocinas promoveram a migracdo das células
malignas de acordo com o estimulo e a concentracdo desses fatores quimiotaticos.
Porém, linhagens diferentes responderam a estimulacdo de forma diferente,
indicando que as respostas distintas podem ser atribuidas ao espectro diversificado
de receptores de quimiocinas expresso nas diferentes linhagens tumorais (YOUNGS
et al., 1997).

Devido as atividades proé-inflamatérias e proé-tumorais das quimiocinas, 0s
altos niveis plasmaticos dessas moléculas em pacientes com cancer de mama
podem estar relacionados com a gravidade da doenca ou serem indicadores de
prognésticos para a doenca se espalhar ou reincidir. Nesse contexto, muitos
esforcos sdo aplicados em terapias anti-quimiocinas (seja antagonizando essas
moléculas, inibindo seus receptores ou combatendo-as com anticorpos) as quais
podem, eventualmente, conter a progressdo do tumor e serem Uteis no tratamento
do cancer mamario (KARNOUB; WEINBERG, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Dados de 2016 da Organizacdo Mundial da Saude, indicam que o sobrepeso
atinge 39% e a obesidade 13% dos adultos no planeta, além disso, esse distlrbio
alimentar pode ser associado a doencas cardiovasculares, respiratorias,
gastrointestinais, metabdlicas, ortopédicas, urologicas, enddcrinas, dermatolégicas e
diversos tipos e gravidades de cancer. Por isso, a obesidade é considerada um
problema de salde publica que assola paises de baixa, média e alta renda
(PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016a).

O tumor mamario € o unico cancer comum em mulheres de todas as regides
do planeta, representando 25% de todos 0s novos casos de cancer em mulheres no
mundo e totalizando 521.900 mortes de mulheres em 2012 no mundo (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2015). No Brasil, o cancer de mama € responsavel por 28,1%
dos casos de canceres e para 2016 sdo esperados 600 mil novos casos de
canceres, sendo o céancer de mama o terceiro cancer mais estimado, com
expectativa de 57.960 mil novos casos em 2016 (INCA, 2016b).

Devido a grande proporcdo tomada por essas duas doencas e a ligacéo ja
estabelecida entre elas (DI SEBASTIANO; MOURTZAKIS, 2014; KWAN et al., 2015;
LA VECCHIA et al., 2011; NEUMANN et al., 2015; SUN et al., 2015; ZHANG et al.,
2014), é de grande importancia determinar modelos animais de obesidade e cancer
de mama a fim de se aprofundar o conhecimento sobre a correlacdo entre esses
dois fatores. Estudos indicam que dietas ricas em gordura induzem a obesidade (em
seres humanos e em roedores), que mulheres obesas apresentam um risco
aumentado de desenvolver cancer de mama na pos-menopausa e um elevado IMC
€ associado ao mau prognostico em pacientes com cancer de mama (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2013).

O modelo com a linhagem murina de carcinoma mamario 4T1 permite a
investigagdo sobre os mecanismos (eventos celulares, moleculares e as interagbes
entre eles) relevantes para as rotas e padrdes de distribuicdo do cancer de mama,
pois reconstitui 0 espectro histopatolégico, a heterogeneidade da neoplasia e
reproduz a histéria natural da doenca (o periodo de desenvolvimento e a

variabilidade de processos) além de ser capaz de gerar metastases no pulmao,
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figado, osso e cérebro por meio da via hematoldgica, semelhante ao processo
ocorrido no cancer de mama humano (HEPPNER; MILLER; SHEKHAR, 2000).

Estudos ainda ndo publicados de Salvador e colaboradores, feitos por nosso
grupo de pesquisa, determinaram o impacto da obesidade no desenvolvimento do
cancer de mama em camundongos Balb/c, utilizando a linhagem 4T1 e indicaram
que a ingestdo de HFD ( do inglés “high-fat diet’), a longo prazo é capaz de
aumentar a progressdo do carcinoma, aumentando o peso e o volume da massa
tumoral, além de levar a um maior nimero de metastases 0sseas do tumor de
mama, levando ao aumento da mortalidade dos animais obesos em relacdo aos
animais alimentados com a racédo controle, concluindo claramente que a obesidade
gera um pior prognoéstico no cancer de mama (SALVADOR, 2014). Esses dados,
corroboram com os de Kim e colaboradores (2011) - que usaram a mesma linhagem
tumoral 4T1 injetada subcutaneamente na mama de camundongos Balb/c
alimentados com HFD por um longo tempo — o qual observaram que, apesar de
pouco efeito sobre o consumo de energia e sobre o peso corporal, a HFD aumenta o
crescimento do tumor, angiogénese, metastases, bem como mortalidade nos obesos
em relacdo aqueles alimentados com racao padrao (KIM et al., 2011).

Diante desse panorama, € evidente que padrdes celulares e moleculares da
relacdo entre a obesidade e o cancer de mama, as redes de sinalizacdo presentes
no microambiente tumoral — responsaveis pela progressao das células malignas - e
a caracterizagdo das células do sistema imune — responsaveis, em parte, pelo
orquestramento da resposta imune contra o tumor - devem ser estudadas para a
melhor compreensdo dos fatores determinados pela obesidade que afetam e
modulam a progresséo, angiogénese, migracao e metastase do cancer de mama em

modelo animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a influéncia da obesidade no perfil de células imunoldgicas do
linfonodo inguinal drenante do tumor em camundongos Balb/c fémeas com tumor

mamario da linhagem 4T1.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a eficacia da dieta hiperlipidica através do ganho de peso,

consumo diario e acumulo de gordura perigonadal e retroperitonial.

Determinar o tamanho e a populagdo celular dos linfonodos inguinais

drenantes do tumor através da contagem de células desse érgéo.

Determinar as populaces de células da resposta imune inata e da resposta
imune adaptativa nos linfonodos inguinais drenates do tumor através de citometria

de fluxo.

Determinar a producdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias
pelas populacdes de células da resposta imune adaptativa nos linfonodos inguinais

drenates do tumor através de citometria de fluxo.

Determinar as populacdes de células B e T regulatérias nos linfonodos

inguinais drenates do tumor através de citometria de fluxo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas com idade entre 4 e 6
semanas de idade obtidos da col6nia do Biotério de Centro de Biologia da
Reproducao, da Universidade Federal de Juiz de Fora. Acondicionados em gaiolas
de polipropileno - cobertas com cama de maravalha, dotadas de cocho para racéo e
local para mamadeira com &gua filtrada — e foram mantidos em armarios
climatizados (ALESCO), localizados em alojamento com ciclo de fotoperiodo de 12h
claro/12h escuro, controlado automaticamente, durante todo o procedimento
experimental.

Estudos de Olson e colaboradores em 2010, demonstraram que
camundongos C57BL/6 sdo mais susceptiveis a dieta hiperlipidica, em relacdo aos
camundongos BALB/c e isso reflete diretamente no aumento do peso corporal, da
glandula mamaria e da gordura (OLSON et al.,, 2010). Porém, mesmo com a
resisténcia desses animais a obesidade, nés os utilizamos devido a especificidade
das linhagens de tumor de mama usadas no presente trabalho. Estudos de nosso
grupo, com a linhagem BALB/c, avaliou a exposi¢cdo desses animais a HFD por seis,
oito, doze e desseseis semanas indicaram que 16 semanas de dieta levaram a um
maior aumento de peso corporal, maior acumulo de gorduras perigonadal e
retroperitoneal, além de alteracdes em parametros bioquimicos como glicose e
colesterol em relagdo aos animais alimentados por menos semanas, um quadro
compativel com a caracterizagdo da sindrome metabdlica e o excesso de peso
existente na obesidade (SALVADOR, 2014)

O protocolo experimental do presente trabalho foi submetido a Comissao de
Etica no Uso dos Animais da Universidade Federal de Juiz de Fora, recebendo

aprovacao, certificada no Protocolo de n° 038/2014 — CEUA.
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4.2 Inducgéo da obesidade

Os animais designados como controles foram alimentados com racao
comercial padréo (Nuvilab), na qual 70% das quilocalorias (kcal) eram advindas de
carboidratos, 20% de proteinas e 10% de lipideos. J& os animais designados como
obesos receberam uma dieta rica em gordura, onde 20% das quilocalorias eram
obtidas a partir de carboidratos, 20% de proteinas e 60% de lipideos, totalizando
35,2% de lipideos na composicéo.

A racdo HFD foi produzida em nosso laboratério, onde cada ingrediente foi
cuidadosamente pesado e homogeneizado com o auxilio de um multiprocessador
(PHILLIPS/WALITA). A massa originada foi acondicionada em recipientes plasticos
para a producdo de pellets e mantida congelada (-20°C) até o momento de
distribuicdo nas gaiolas, por um prazo maximo de dois meses. Os ingredientes para
o preparo dessa racdo foram adquiridos da empresa PRAGSOLUCOES Biociéncia e

a composicao esta descrita na tabela 03.

Tabela 03: Componentes de 1 kg da racdo rica em gordura (HFD)

Ingrediente Peso (9)
Caseina 200,0
Sacarose 100,0
Amido de milho 115,5
Amido destrinizado 132,0
Banha de porco 312,0
Oléo de soja 40,0
Celulose 50,0
Mistura de minerais AIN-93 35,0
Mistura de vitaminas AIN-93 10,0
L-cistina 3,0
Bitartarato 2,5

Todos os animais foram pesados individualmente uma vez a cada semana,
durante todo o tempo de inducdo do modelo. A racéo oferecida em cada gaiola foi
pesada duas vezes por semana para determinar o consumo individiual diario da

dieta comum ou HFD.
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4.3 Cultura de células da linhagem 4T1

As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI (do inglés “Roswell Park
Memorial Institute”) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
antibiético (100 unidades/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicinaGIBCO®) a
37°C e 5% de CO,. Apds atingirem cerca de 80% de confluéncia, as células foram
lavadas com tampéao salino fosfato (PBS) 0,15 M, pH 7,4 (2,8 mM Na2P0O4 + 7,2 mM
Na2HPO4 + 0,14 M NaCl) e em seguida incubadas com solucéo de Tripsina - EDTA
0,25% GIBCO®, durante 5 minutos, a 37°C. Apds a incubac&o, a suspenséo celular
foi centrifugada a 1500 RPM (rotagcdes por minuto), durante 5 minutos, a 4°C. Para
verificacdo da viabilidade celular, depois de ressuspendidas em RPMI, as células

foram diluidas em Azul de Tripan 0,2% e contadas em Camara de Neubauer.

4.4 Inducédo do modelo de cancer de mama ortotépico in vivo

Talvez um dos sistemas modelo mais amplamente utilizados no cancro da
mama é a de tumores transplantaveis. Os tumores podem ser de origem xenogénica
(organismo diferente, p. ex: ser humano), origem singénicos (mesmo organismo com
o mesmo fundo genético) ou alogénicos (mesmo organismo com um fundo genético
diferente), e o0s receptores podem ser de tipo selvagem ou geneticamente
modificados (por exemplo, knock-out, ratos humanizados, etc.). Transplantes podem
ser colocados ortotopicamente (na glandula mamaria para o cancer de mama) ou
subcutaneamente.

Ap6s dezesseis semanas do inicio da dieta, os animais receberam 5 x 10*
células 4T1 (KIM et al., 2011), num volume total de 100 uL, injetadas no tecido
subcuténeo, na regido da primeira glandula maméria inguinal direita. Todos os
animais continuaram sendo alimentados com as respectivas dietas até o momento

da eutanasia.
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4.5 Delineamento experimental

O experimento realizado objetivou a medida da adiposidade a partir da
pesagem das gorduras viscerais e a caracterizacdo da populacdo de células do
sistema imune nos linfonodos inguinais drenates do tumor a partir de citometria de
fluxo, como ilustrado na figura 09. Para isso, dois grupos de animais foram
alimentados por 16 semanas com a dieta padrdo ou a dieta rica em lipideos e
separados em: controle com tumor (CTR 4T1) e obeso com tumor (OB 4T1). Os
animais, depois das 16 semanas de dieta, foram inoculados com 5 x 10* células
tumorais da linhagem 4T1. Aos 21 dias ap0s a injecdo do tumor, todos os animais
foram eutanasiados e deles foram retirados: gorduras perigonadal e retroperitonial
para pesagem e determinacdo do ganho de peso, linfonodos inguinais drenantes do

tumor para a avaliacdo dos tipos celulares através de citometria de fluxo.

4T1 - 5x10%/animal
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Figura 09: Esquema ilustrativo do delineamento experimental.
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4.6 Eutanésia

As eutanasias foram realizadas por aprofundamento da anestesia utilizando
Quetamina (100 mg/kg) e um relaxante muscular, a Xilazina (10 mg/kg), por via

intraperitoneal, seguidas de exsanguinagdo por puncao cardiaca.

4.7 Citometria de fluxo

Os linfonodos inguinais drenates foram coletados e mantidos em PBS 1X com
5% de SFB até serem macerados em cerca de 5 ml de RPMI completo com auxilio
de trama de tecido e émbulo de seringa estéreis em placa de Petri em ambiente
estéril. Apés a maceracdo mecanica, o lisado celular foi coletado e transferido para
tubos Falcons de 15 ml para ser centrifugado a 1500 RPM por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 ml de RPMI completo
para a contagem de células em Camara de Neubauer. Para obtencdo do numero
suficiente de células (cerde de 10’ células por mL) foi necessario juntar os linfonodos
de dois animais, formando um pool. Todo o procedimento de coleta e maceracao,
até a centrifugacéo, além de todo o material utilizado nesses procedimentos, foram
mantidos de forma estéril dentro da cabine de seguranca biolégica. Em diferentes
placas com 96 wells foram plaqueadas 10° células por poco para realizar a
compensacao, marcacao extracelular, marcacdo de FOXp3 e marcacgao intracelular.

Foi realizada a compensacéo de cinco fluorocromos diferentes: FITC, Alexa
647, PE, PECy7 e APCCy7, utilizando os seguintes anticorpos: CD4-FITC, CD8
Alexa 647, CD86-PE, CD25 PECy7 e CD3-APCCy7. Utilizamos uma placa de 96
wells separada para evitar contaminag¢ao dos po¢os, mas o protocolo foi semelhante
ao da marcacao extracelular.

Na placa de marcagao extracelular foram usadas duas combinagbes de
anticorpos: a primeira marcou macréfagos (CD11b- Alexa 488, células dendriticas
(CD11c-APCCy7) e as moléculas co-estimulatorias B7-1 (CD80-APC) e B7-2 (CD86-
PE); e a segunda marcou células B regulatorias (CD19-APC e CD25-PECy7). Apos
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plaqueadas e centrifugadas, as células foram ressuspendidas e incubadas em
solucéo bloqueio (PBS 1X + 2% de soro normal de camundongo) por 15 minutos a
4°C e apOs esse bloqueio todas as etapas foram feitas em ambiente com luz
indireta. Foram utilizados 20 puL por po¢o da combinag&o de anticorpos previamente
diluidos em tampao FACS (PBS 1X + 1% SFB + 0,09% de azida sddica), durante 30
minutos a 4°C. Posteriormente a essa incubacéo a placa foi lavada com 150 uL de
tampédo FACS, centrifugada a 1500 RPM por 5min a 4°C e por ultimo em cada po¢o
foi colocado 150 uL de FACS para ressuspender as células que foram transferidas
para os tubos de ensaio para a leitura imediata.

Na placa de marcacdo com FOXp3 foi usada uma combinacdo de anticorpos
para marcar as células T regulatérias (Treg) auxiliares e citotoxicas (CD4-FITC, CD8
Alexa 647, FOXp3-PE e CD25-PECy7). Apos plagueadas e centrifugadas, as células
foram ressuspendidas e incubadas em solu¢ao de bloqueio por 15 minutos a 4°C e
posteriormente a esse bloqueio todas as etapas foram feitas em ambiente com luz
indireta. Na primeira incubacdo com os anticorpos extracelulares (CD4, CD8 e
CD25), foram utilizados 20 uL por poco da combinagcdo de anticorpos previamente
diluidos em tampao FACS, durante 20 minutos a temperatura ambiente, depois a
placa foi lavada uma vez com tampdo FACS e ressuspendida com 200 uL de
tampao de fixacdo (1 parte de Fixation Buffer®@BD em 19 partes de PBS 1X) por
poco e incubada por 30 minutos a 4°C. Decorrido esse tempo a placa foi
centrifugada a 1700 RPM por 5min para remover o tampéao de fixacdo e incubada
com 200 pL de tampéo de permeabilizacdo (1 parte de Permeabilizarion Buffer®BD
em 4 partes de PBS 1X) por 30 minutos a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada com
tampdo FACS e cada poco foi ressuspendico com 20 uL de anticorpo FOXp3
preveamente diluido em tampao FACS, incubado por 20 minutos a temperatura
ambiente. Por ultimo, depois da placa ser lavada mais uma vez com tampao FACS,
em cada poco foi colocado 150 pL de FACS para ressuspender as células que foram
transferidas para os tubos de ensaio para a leitura imediata.

Na placa de marcagéo intracelular, foi usada uma combinacdo de anticorpos
para marcar as células T, células T auxiliares e citotoxicas e a producao de citocinas
anti-inflamatoérias e pro-inflamatérias por essas células (CD3-APCCy7, CD4-FITC,
CD8 Alexa 647, IL-10-PE e IFN-y-BVv421). ApoOs plaqueadas e centrifugadas, as
células foram estimuladas com 100 pL por po¢co de RPMI e 5 ng/mL de PMA over

nigth a 37°C. Ao fim dessas horas de incubacdo foi adicionado 50 uL de Stop
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Golgi®BD em cada poco e incubados por 2 horas a 37°C. Ao final do processo de
estimulos, a placa foi centrifugada a 1200 RPM por 5 minutos para ser
ressuspendida e incubada em solucdo de bloqueio por 15 minutos a 4°C,
posteriormente a esse bloqueio todas as etapas foram feitas em ambiente com luz
indireta. Na primeira incubacado com os anticorpos extracelulares (CD3, CD4 e CD8),
foram utilizados 20 uL por poco da combinacédo de anticorpos previamente diluidos
em tampao FACS, durante 30 minutos a 4°C. A placa foi lavada uma vez com
tampao FACS e ressuspendida com 100 pL de tampé&o de fixagdo e permeabilizacéo
(CITOFIX/CITOPERM®BD) por poco, incubada por 20 minutos a 4°C. Decorrido
esse tempo a placa foi centrifugada para remover o tampao de fixacdo e lavada
duas vezes com 250 uL de tampéo de lavagem (1 parte de Perm Wash®BD em 9
partes de agua MiliQ), para a segunda incubacdo, agora com 20 uL por poco da
combinacdo de anticorpos intraceluares (IL-10 e IFN-y) previamente diluidos em
Perm Wash, durante 30 minutos a 4°C. Em seguida a placa foi lavada com tampéao
FACS e cada poco foi ressuspendido com 20 pL de anticorpo FOXp3 preveamente
diluido em tampao FACS, incubado por 20 minutos a temperatura ambiente e por
altimo, depois da placa ser lavada mais uma vez com tampao FACS, em cada poc¢o
foi colocado 150 uL de FACS para ressuspender as células que foram transferidas
para os tubos de ensaio para a leitura imediata.

Todas as leituras foram realizadas a fresco no citometro BD FACSCanto™Il e
os dados foram analizados usando o programa FlowJo versdo 10. A tabela 04
mostra 0s anticorpos usados para a marcacao das diferentes populacdes e seus

respectivos fluorocromos.
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Tabela 04: Relacdo das populacdes caracterizadas e seus respectivos receptores e
flurocromos utilizados.

Populacao Receptor Fluorocromo
Macréfago CD11b Alexa 488
CD80 APC
CD86 PE
Células Dendriticas CD11c APCCy7
CD80 APC
CD86 PE
Linfocitos B CD19 APC
Linfocitos B regulatério CD19 APC
CD25 PECy7
Linfocitos T CD3 APCCy7
Linfécitos T Auxiliares CD3 APCCYy7
CD4 FITC
IFN-y Bv421
IL-10 PE
Linfocitos T Auxiliares Regulatérios CD4 FITC
CD25 PECy7
FOXp3 PE
Linfocitos T Citotoxicos CD3 APCCy7
CD8 Alexa 647
IFN-y Bv421
IL-10 PE
CD8 FITC
Linfocitos T Citotoxicos Regulatérios CD25 PECy7

FOXp3 PE
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4.8 Andlise estatistica

A confeccéo dos graficos e as analises estatisticas foram realizadas através
do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). Primeiramente foram feitos
os testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, os dados que
respeitavam a curva de normalidade foram submetidos ao test T ndo pareado e para
os dados que nao respeitavam a curva de normalidade foi feito teste de Mann-
Whitney. Foram utilizadas analises de variancia (ANOVA) de dois fator, seguidas de
pés-teste de Bonferroni, para os dados de ganho de peso e consumo de ragao.

Os dados representam as médias dos valores encontrados com a
apresentacdo dos desvios padrbes e foram considerados diferentes quando a
probabilidade de serem iguais foi menor que 5% (p < 0,05), de acordo com os testes

indicados.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do modelo de obesidade

Para avaliar a inducédo da obesidade nos animais que receberam a ragcdo HFD,
foram analizados o peso corporal (g), consumo diario de racdo(g/dia/animal), ganho
de peso (g/19 semanas) e a porcentagem de ganho de peso (%g/19 semanas) nos
grupos controles e obesos, além do peso das gorduras perigonadais e
retroperitoniais que foram avaliados individualmente nos animais dos dois grupos
estudados.

Como demonstrado na figura 10, o peso dos animais obesos foi
significativamente maior que o peso dos animais controles a partir da segunda
semana de dieta — mesmo eles apresentando uma média de peso inicial menor -,
essa diferenca perpetuou por todas as 17 semenas seguintes. Ja em relacdo ao
consumo de ragcdo, 0s animais obesos comeram menos racdo em relacdo aos
animais controles ja a partir da 12 semana de dieta até a 19° semana. Apesar desse
menor consumo em gramas, 0S animais obesos, consumiram mais calorias em
compragao aos animais controles, indicando que o aumento de peso ocorre devido a
alta densidade calorica da racao hiperlipidica utilizada nesse estudos. Além disso,
calculamos também a média e a média percentual do ganho de peso entre os dois
grupos e observamos que os animais obesos ficaram, em meédia, 6,2 gramas mais
pesados que os animais controles, refletindo no ganho de peso de 37% nos animais

obesos e apenas 19% nos animais controles.
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Figura 10: Ganho de peso corporal e menor consumo de racdo dos animais obesos (OB)
comparados aos animais controles (CTR), que receberam dieta padrao ou HFD. (a.) Média de peso
corporal em gramas até 19 semanas de dieta; (b.) Média diaria do consumo de racéo por animal até
19 semanas de dieta em gramas e kilocalorias; (c.) Média de ganho de peso dos animais controles e
obesos até 19 semanas de dieta; (d.) Porcentagem média de ganho de peso dos animais controles e
obesos até 19 semanas de dieta. Cada ponto e cada barra representam a média + o desvio padrao
(SD,do ingles “standard deviation”).*** p<0,001; significativamente diferente do grupo controle (n= 116
controles até a 18° semana, depois 67 controles e n= 106 obesos até a 18° semana, depois 52
obesos, nas figuras a e b n =125 controles e n=95 obesos, nas figuras c e d).
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A obesidade é caracterizada pelo ganho de gordura corporal e para determinar
se houve aumento da adiposidade nos animais obesos em relacdo aos animais
controle, pesamos as gorduras perigonadais e retroperitoniais. Como demonstrado
na figura 11, observou-se um aumento de mais de 3 vezes da gordura perigonadal
dos obesos, com média de peso de 1,476 + 0,9692 gramas, em relagcdo aos
controles, com média de peso de 0,426 + 0,5415 gramas; esse aumento também foi
significativo para a gordura retroperitonial, onde os obesos tiveram uma média de
peso de 0,960 + 0,9343 gramas e os controles de 0,088 + 0,0787 gramas, indicando
um aumento de mais de 10 vezes da gordura retroperitonial nos animais
alimentados com HFD.

2.07 1.5-
*k%k

1.04

0.54

Gordura PG (9)
¢ e ’
?
Gordura RP (g)
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0.0 T T 0.0
NS X L X

Figura 11: Aumento do peso das gorduras corporais em animais obesos (OB) comparados
aos animais controles (CTR), com 16 semanas de dieta padrdo ou HFD e com 21 dias de tumor 4T1.
(a.) Gordura perigonadal (PG) (n= 112 controle e 118 obesos); (b.) Gordura retroperitoneal (RP) (n=
33 controles e 23 obesos). Cada barra representa a média + SD. *** p<0,001; significativamente
diferente do grupo controle.

Além dos fatores observados acima, nds calculamos o indice de Lee através da

3,/Peso(g)><1000

Comprimento Naso—Anal(mm)
humanos (PATTERSON, 1968; DE CARVALHO et al., 2015). Observamos o indice

de Lee significantemente maior nos animais obesos quando comparado ao grupo

formula , sendo uma avaliacdo analoga ao IMC em

controle conforme a figura 12, indicando o excesso de peso devido ao aumento da
gordura corporal dos animais, em decorréncia da alimentagdo com a racao rica em

lipideos.
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Figura 12: Aumento do indice de Lee em animais obesos (OB) comparados aos animais
controles (CTR), com 16 semanas de dieta padrdo ou HFD e com 21 dias de tumor 4T1. Cada barra
representa a média + SD. *** p<0,001; significativamente diferente do grupo controle (n= 90 controles

e 75 obesos).

5.2 Avaliagéo do perfil dos linfonodos

Para avaliar a resposta celular ao tumor, coletamos os linfonodos inguinais
(que séo os linfonodos drenantes do tumor de mama em nosso modelo devido ao
local de injecdo das células). Dada a baixa quantidade de células extraidas desses
orgaos foi necessario junta-los em pools com dois animais.

A figura 13 a representa o nimero de células x 10° nos linfonodos dos
animais controles e obesos que receberam a linhagem de tumor de mama 4T1.
Observamos uma queda significativa na média do nimero de células nos linfonodos,
de 23 x 10° + 5,916 nos animais controles, para uma média de 12,9 x 10° + 4,129
nos animais obesos.

Nossos dados indicam, na figura 13 b e ¢, que a queda no numero de células
atingiu tanto as populagbes de linfocitos — marcados com anticorpo anti-CD3" —
quanto as populacdes de granuldcitos — separados por gates de tamanho e

granulosidade — dos animais obesos.
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Figura 13: Diminuicdo do numero de (a.) células nos linfonodos inguinais drenantes; (b.)
células granulosas; e (c.) células linfoides em animais obesos (OB) em relag@o aos animais controles
(CTR) com 16 semanas de dieta HFD ou padrdo e com 21 dias de tumor 4T1. Cada barra representa

a média + SD. * p<0,05; ** p<0,01 significativamente diferente do grupo controle. (n=5 controles e n=
5 obesos).

5.3 Avaliacéo do perfil de células da resposta inata nos linfonodos

Para marcar as células da imunidade inata, foram utilizados anticorpos
ligantes dos receptores de membrana plasmatica anti-CD11b, anti-CD80 e anti-
CD86, para marcar macrofagos e macréfagos ativados e anticorpos ligantes dos
receptores de membrana plasmatica anti-CD11c, anti-CD80 e anti-CD86, para
marcar células dendriticas e células dendriticas ativadas.

A figura 14 a e 15 a ilustram, a partir de graficos dot's plot's e da
porcentagem de células, a separacdo das populacdes de macrofagos e células
dendriticas. Na figura 14 b, observamos que 0 numero de macréfagos nos
linfonodos dos animais os quais receberam HFD durante longo periodo foi
significativamente menor quando comparados aos animais que receberam racao

padrdo por esse mesmo tempo, passando de 4,34 x 10° + 1,207 nos controles para
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2,18 x 10° + 0,5694 nos obesos, uma reducdo de 48% nessa populacdo. Essa
diminuicdo também é visivel na figura 14 c, onde o numero meédio de células
dendriticas dos obesos, caiu 45% quando comparado com a média de células dos
animais controles, passando de 4,73 x 10° + 1,445 para 2,57 x 10° + 0,9794.
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Figura 14: Diminuicdo da resposta imune inata em animais obesos (OB) em relacdo aos
animais controles (CTR), alimentados por 16 semanas de dieta controle ou HFD e com 21 dias de
tumor 4T1. (a.) ilustracdo da separacéo por gates das populacdes de macréfagos (CD11b") e células
dendriticas (CD11c") em porcentagem, nos animais controles e obesos; (b.) média do nimero
absoluto de macréfagos (CD11b") presentes em animais controles e obesos; e (c.) média do nimero
absoluto de células dendriticas (CD11c") presentes em animais controles e obesos. Cada barra
representa a média + SD. * p<0,05; ** p<0,01 significativamente diferente do grupo controle. (n= 5
controles e n=5 obesos).
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Para determinar se os macrofagos e as células dendriticas dos linfonodos
eram células ativadas e maduras/diferenciadas, utilizou-se anticorpos para
marcadores de receptores de moléculas coestimuladores anti-CD80 e anti-CD86.
Nesse contexto, os macrofagos CD80" e CD86" dos animais obesos diminuiram
47% em relagdo ao grupo controle, demonstrando uma menor maturagdo dessas
células, o0 mesmo ocorreu com as células dendriticas que também aprensentaram
uma reducdo de 38% na expressdo dos co-estimuladores em sua membrana,
resultando em uma quantidade maior de células imaturas, como observado na figura
15bec.
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Figura 15: Diminuicdo da maturacdo das células dendriticas e dos macrofagos nos animais
obesos (OB) em relagdo aos animais controles (CTR), alimentados por 16 semanas com dieta
controle ou HFD e com 21 dias de tumor 4T1. (a.) ilustracdo da separacéo por gates das populacdes
de macréfagos (CD11b® CD80" CD86") e células dendriticas (CD1lc’® CD80" CD86") em
porcentagem, nos animais controles e obesos; (b.) média do numero absoluto de macréfagos
(CD11b" CD80" CD86") presentes em animais controles e obesos; e (c.) média do nimero absoluto
de células dendriticas (CD11c" CD80" CD86") presentes em animais controles e obesos. Cada barra
representa a média + SD. * p<0,05; ** p<0,01; significativamente diferente do grupo controle. (n= 5
controles e n=5 obesos).
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5.4 Avaliacédo do perfil de células da resposta adaptativa nos linfonodos

Para marcar as células da imunidade adaptativa, foram utilizados anticorpos
anti receptores de membrana plasmaética anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 para marcar

linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8", respectivamente.

Os Dot’s Plot’s na figura 16 a, ilustram as populacdes de linfécitos marcados
com CD3 em animais controles e obesos, e indicam de onde derivou as populacdes
representadas nos Dot’'s Plot's da figura 16 b, o quais ilustram os linfécitos T
auxiliares (CD4") e os linfocitos T citotdxicos (CD8"), em animais controles e obesos.
Na figura 16 c e d, observa-se que nas duas populacbes celulares — T CD4" e T
CD8" — houve uma diminuicao significativa nos obesos em relacio aos controles. Os
linfécitos auxiliares (CD3*/CD4") passaram de 14,05 x 10° + 3,161 células nos
controles para 7,91 x 10° + 2,588 nos obesos, indicando uma queda de 43% dessas
células nos animais que receberam HFD. Em relacdo aos linfotitos T citotdxicos
(CD3*/CD8") a reducéo foi de 38%, passando de uma média de células de 5,37 x

10° + 1,27 nos controles para uma média de 3,34 x 10° + 0,8989 nos obesos.
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Figura 16: Diminuic&o da resposta imune adaptativa em animais obesos (OB) em relacéo aos
animais controles (CTR), alimentados por 16 semanas de dieta controle ou HFD e com 21 dias de

tumor 4T1. (a.)

ilustracdo da separacdo por gates das populagbes de linfocitos (CD3") em

porcentagem, nos animais controles e obesos; (b.) ilustracdo da separacao por gates das populacdes
de linfécitos auxiliares (CD3" CD4") e linfécitos citotoxicos (CD3" CD8") em porcentagem, nos
animais controles e obesos; (c.) média do nimero absoluto de linfécitos auxiliares (CD3" CD4")
presentes em animais controles e obesos; (d.) média do nimero absoluto de linfcitos citotoxicos
(CD3" CD8") presentes em animais controles e obesos. Cada barra representa a média + SD. *

p=<0,05; significativamente diferente do g

rupo controle. (n=5 controles e n=5 obesos).
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5.5 Avaliagdo do perfil de citocinas dos linfécitos TCD4" E TCD8" nos
linfonodos

Para marcar citocinas produzidas pelos linfécitos auxiliares e citotoxicos, foram
utilizados os anticorpos intracelulares anti-IL-10, e anti-IFN-y, conjugados com
anticorpos anti receptores de membrana plasmatica anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8.

A figura 17 a contém os Dot’s Plot’s ilustrativos da sepragao das populagdes de
linfocitos auxiliares (CD4") e linfoctos citotoxicos (CD8') em animais controles e
obesos de onde derivam os dot's plot's da figura 17 b, os quais ilusram as
populacdes de CD4" produtores de INF-y e IL-10 e as populagbes de CD8"
produtores de INF-y e IL-10 em animais controles e obesos. Na figura 17 c e e,
observa-se que as os linfocitos T auxiliares (CD3"/CD4") dos obesos produziram
significamente menos IFN-y (interferon gama) em relacdo aos controles, enquanto a
producdo de IL-10 ndo sofreu alteracdo. E nas figuras 17 d e f, os linfétitos T
citotoxicos (CD3'/CD8") dos animais obesos, tiveram uma producdo de IFN-y
semelhante com os animais controles, mas uma diminuic¢ao significativa na producéo

de IL-10 quando comparados a esse mesmo grupo.
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Figura 17: Desbalanco de citocinas de perfil pré-inflamatério e anti-inflamatério em animais
com 16 semanas de dieta controle ou HFD e com 21 dias de tumor 4T1. (a.) ilustracdo da separacao
por gates das populacbes de linfocitos auxiliares (CD4") e linfécitos citotéxicos (CD8") em
porcentagem, nos animais controles e obesos; (b.) ilustracdo da separacao por gates das populacdes
de linfécitos CD4" e linfécitos CD8" produtores de INF-y e Il-10 em porcentagem, nos animais
controles e obesos; (c.) média de intensidade de floréscencia (MIF) de INF-y nos linfocitos auxiliares
CD4" nos animais controles e obesos; (d.) média de MIF de INF-y nos linfécitos auxiliares CD8" nos
animais controles e obesos; (e.) média de MIF de IL-10 nos linfécitos auxiliares CD4" nos animais
controles e obesos; (f.) média de MIF de IL-10 nos linfécitos auxiliares CD8" nos animais controles e
obesos; Cada barra representa a média £+ SD. * p<0,05; ** p<0,01; significativamente diferente do
grupo controle. (n=5 controles e n=5 obesos).
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5.6 Avaliacédo do perfil de linfécitos regulatérios nos linfonodos

Para marcar as células regulatorias B, foi utilizado o anticorpo intracelular anti-
FoxP3, conjugados com anticorpos anti receptores de membrana plasméatica anti-
CD19.

A figura 18 a, contém os Dot’s Plot’s ilustrativos da separacédo da populagao de
linfocitos B (CD19") de animais controles e obesos, de onde derivam os dot’s plot's
da figura 18 b ilustrativa das populacdes de linfécitos B regulatérios (CD19" CD25%)
de animais controles e obesos. Os resultados apresentados na figura 18 ¢ e d
indicam que a populacdo de linfocitos B e linfécitos B regulatérios dos animais
obesos, sofreram uma diminui¢cédo significativa em relagdo aos animais controles. O
linfocitos B regulatorios cairam mais da metade: 60%, passando de uma média de
células de 0,36 x10° + 0,0344 para 0,14 x10° + 0,0652 em obesos e os linfécitos B
dos obesos diminuiram 53% em relacdo aos linfécitos B dos animais controles que
receberam racao padrao.
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Figura 18: Diminuicdo resposta imune de linfécitos B e B regulatérios em animais obesos
(OB) em relagdo aos animais controles (CTR) allimentados por 16 semanas com dieta controle ou
HFD e com 21 dias de tumor 4T1. (a.) ilustracdo da separacdo por gates das populacBes de
linfécitos B (CD19") em porcentagem, nos animais controles e obesos; (b.) ilustracio da separacéo
por gates das populacdes de linfocitos B regulatérios (CD19* CD25") em porcentagem, nos animais
controles e obesos; (c.) média do numero absoluto de linfécitos B (CD19") presentes em animais
controles e obesos; (d.) média do nimero absoluto de linfécitos B regulatérios (CD19" CD25")
presentes em animais controles e obesos.Cada barra representa a média £ SD. * p<0,05; *** p<0,001;
significativamente diferente do grupo controle. (n=5 controles e n=5 obesos).
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Para marcar as ceélulas regulatorias T, foi utilizado o anticorpo intracelular anti-
FoxP3, conjugados com anticorpos anti receptores de membrana plasmatica anti-
CD25, anti-CD4 e anti-CD8.

A figura 19 a esquematiza os Dot’s Plot’s ilustrativos da separacdo das
populagdes de linfocitos T auxiliares (CD4") e linfocitos T citotdxicos (CD8") em
animais controles e obesos, de onde partem os dot’s plot’s da figura 19 b ilustrativos
das populagdes de linfécitos TCD4™ regulatorios (CD4" CD25" FoxP3") e linfocitos
TCDS8" (CD8" CD25" FoxP3") de animais controles e obesos. Nas figuras 19 c e d,
observamos que as células Treg diminuiram significativamente nos animais obesos,
independente a subpopulacdo, se T CD4" ou T CD8", passando de uma média de
células de 0,45 x10° + 0,0466 nos animais que ingeriram dieta padréo para 0,26 x10°
+ 0,1104 nos aniamais que ingeriram HFD (uma queda de 42% em relagdo ao
controle) e de 0,20x10° + 0,1054 nos animais controles para 0,03x10° + 0,0112 nos

animais obesos (uma reducao de 85% em relacdo ao controle), respectivamente.



66

Controle Obeso
4 4

w4
<
[a] B 1 v
o
10 10
cDs* >
b. I Controle Obeso c. I
0”3 1.47 B
x A
E >‘<’- 0.44 A v
O O
o2 o= —v—
- o —
S 02 S
1] o v
10 +
3 <
a
o O 0.0 T T
© BAAA | T T T < Q
10 10' 10 103 1D4 ()« o
d.
4
A 1.07 0.35 . 3
S 0.4
10° x
. 0.3 4
o = A
10° o (o]
o Lo ———
R L
a A
+ O 0.14 A *
™ +
2 i o
o T T T T O 0.0 T .
[N 10 10° 10° 10 10 10 - Q
A o
S
CD25* >

Figura 19: Diminuicdo resposta imune de linfécitos T regulatérios em animais obesos (OB)
em relacdo aos animais controles (CTR) allimentados por 16 semanas com dieta controle ou HFD e
com 21 dias de tumor 4T1. (a.) ilustracdo da separagdo por gates das populacBes de linfcitos
TCD4" e linfécitos TCD8" em porcentagem, nos animais controles e obesos; (b.) ilustracdo da
separacdo por gates das populacbes de linfocitos T auxiliares regulatérios (CD4'CD25 FoxP3") e
linfécitos T citotoxicos regulatérios (CD8'CD25'FoxP3") em porcentagem, nos animais controles e
obesos; (c.) média do numero absoluto de linfocitos TCD4" regulatérios (CD4'CD25'FoxP3")
presentes em animais controles e obesos; (d.) média do nimero absoluto de linfécitos TCD8"
regulatérios (CD8"CD25 FoxP3") presentes em animais controles e obesos. Cada barra representa a
média + SD. * p<0,05; significativamente diferente do grupo controle. (n=5 controles e n= 5 obesos).
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6 DISCUSSAO

A obesidade e o cancer de mama sdo doencas amplamente distribuidas pelo
planeta e que atualmente estdo em ascencédo, levando a um grave problema de
saude publica mundial. Devido a correlagdo possitiva estabelecida entre as duas
doencas (DI SEBASTIANO; MOURTZAKIS, 2014; KWAN et al., 2015; NEUMANN et
al., 2015; SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2014),é de grande importancia definirmos
melhor os padrdes da resposta imunolégica celular dos obesos ao tumor de mama.

Para que o estudo do tumor de mama fosse feito em animais obesos,
definimos o tempo de inducdo da obesidade em 16 semanas, de acordo com estudo
de Salvador e colaboradores (dados ainda n&o publicados), realizado em nosso
laboratério com camundongos Balb/c fémeas, que compararam quatro periodos
diferentes de exposicdo a dieta hiperlipidica — seis, oito, doze e desesseis semanas
— para definir o melhor tempo de dieta. Os dados indicaram que a obesidade foi
melhor caracterizada quando expostos a desesseis semanas de dieta, pois 0s
animais que comeram a HFD por esse periodo apresentaram um maior indice
glicémico (indicando uma possivel resisténcia a insulina), maiores niveis circulantes
de colesterol total, maior quantidade de leptina dosadas no sangue e na gordura,
além de apresentarem um ganho de peso corporal com menor ingesta da racao e
um aumento significativo das gorduras perigonadais e retroperitoniais, em relacéo
agueles animais expostos a dieta padréo, isso significa que com uma dieta HFD por
desesseis semanas as fémeas Balb/c apresentavam um distubio metabdlico bem
caracteristico do quadro de obesidade.

Nossos dados corroboram com os achados de Salvador e indicam que os
animais alimentados com a racdo hiperlipidica ganham mais peso, apesar de
consumirem menos ragao, excluindo a possibilidade do maior ganho de peso ser em
funcdo de um quadro de hiperfagia (exarcebada ingestdo de alimentos), como ja
descrito por outros autores (HARIRI; THIBAULT, 2010; RAMIREZ; TORDOFF,;
FRIEDMAN, 1989; WARWICK, 1996). Além disso, nossos animais BALB/c fémeas,
ainda que considerados resisténtes a obesidade em decorréncia da linhagem e do

sexo (NISHIKAWA et al., 2007), obtiveram um aumento significativo tanto do peso
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corporal quanto do peso das gorduras perigonadais e retroperitoniais, diferente do
que ja foi discutido pela literatura (KIM et al., 2011; YEON et al.,, 2014). Essa
divergéncia pode ser resultante do tempo de dieta e/ou da maior percentagem de
lipideos na racdo que possui 60% das suas quilocalorias advindas de lipideos.

A resposta anti-tumoral € montada inicialmente através da apresentacdo de
antigenos tumorais solaveis, levados através da via linfatica, aos linfonodos mais
proximos do tumor — denominados linfonodos drenantes do tumor. Apos a
identificacdo e processamento desses antigenos pelas células apresentadoras de
antigenos (APC’s) da-se inicio a resposta imune com ativacdo de células mielbides
(macréfagos, células dendriticas e granulocitos) e células linfoides (linfécitos B,
linfécitos T e células NK) que irdo para o sitio da inflamacéao (ABBAS,2015).

Ao contar as células dos linfonodos inguinais drenantes do tumor,
observamos uma diminuicdo das células desses 6rgdos nos animais obesos em
relacdo aos animais controles, a partir disso, medimos as populacdes mieldides e
linféides (responsaveis pela resposta celular) os quais também sofreram uma
reducdo. Isso indica uma queda da resposta celular como um todo, levando a crer
gue 0s animais obesos estdo passando por uma falha da resposta do sistema
imunoldgico que pode ser resultado da modulagéo e/ou inibicdo realizada pelo tumor
sobre a resposta anti-tumoral, em um contexto da inflamacao cronica de baixo grau
estabelecida pela obesidade.

Processos que integram o quadro de inflamacg&o crbnica de baixo grau
observado na obesidade como: aumento dos niveis de insulina e leptina circulantes,
fatores de crescimento, fatores inflamatorios (citocinas e quimiocinas) e fatores de
crescimento vasculares, determinam um aumento da susceptibilidade ao cancer
e/ou a progressdo do tumor, pois essas moléculas estdo associadas a processos
como a transi¢ao epitélio-mesenquimal (TEM) e ativacdo do sistema imune, a qual
gera alteracbes nos infiltrados celulares (com modulacdo dos macréfagos, células
dendriticas e linfocitos) determinando um aumento ainda maior da circulagdo de
citocinas inflamatorias tais como IL-1, IL-6, TNF-a e a quimiocina CCL2, por
exemplo. Estudos relacionando cancer e obesidade, determinaram que a mudanca
na TEM, a atuacdo de adipdcitos intratumorias, a liberacdo de fatores de
crescimentos, citocinas e quimiocinas — locais e sistémicas — formam um solo fértil,

semeado pela obesidade, para a sinalizacao de crescimento, inflamacéo, alteracbes
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vasculares, invasdo, metastas, progressao e sobrevivéncia do tumor (HURSTING;
DUNLAP, 2012).

As células do sistema imune inato estdo envolvidas, geralmente, na defesa
inicial contra virus, bactérias e tumores os quais compartilham padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMP’s — do inglés “pathogen-associated molecular
pattern”), que sdo capases de ativar as células fagocitarias, como neutrdfilos e
macréfagos, células NK e granulécitos, que por sua vez respondem sem
especificidade, porém de forma agil (ABBAS, 2015).

Os macréfagos sdo células que participam de todas as fases da
tumorigénese: durante as fases iniciais os macrofagos exibem fendtipos M1 mais
pro-inflamatérios / anti-tumorais, ja nas fases mais avancados os macrofagos exibem
um fendtipo M2 anti-inflamatorio / pré-tumoral (BALKWILL; CHARLES; MANTOVANI,
2005; LIN; POLLARD, 2007). Entre os agentes celulares recrutados durante a
progressao tumoral, os macréfagos sdo os mais bem caracterizados, mas seu
fendtipo e funcéo sdo afetados pela proximidade com a massa tumoral. No modelo
murino de cancer de mama, as células tumorais ficam lado a lado com o tecido
adiposo visceral, o qual contém um elevado numero de macréfagos M1 pro-
inflamatorios, que rodeiam adipdcitos hiperplasicos e apoptoéticos formando uma
estrutura de coroa (CLS - do inglés “crown like structures”) a qual mantém a
inflamacéo cronica de baixo grau, pois CLS esta associada com ativacdo de NF-kB,
aumento de mediadores pro-inflamatérios e elevada atividade das aromatases
(ALTINTAS et al., 2011). Juntando essa relacdo entre adipocitos e macrofagos e a
conversa deles com as células carcinogénicas mamarias, tem-se como resultado a
producdo de citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas e fatores de crescimento, 0s
quais contribuem para a sobrevivéncia, disseminacdo e proliferacdo da doenca
(SANTANDER et al., 2015).

As células dendriticas (DC — do inglés “dendritic cells”) sao células chave que
fazem a ponte entre a resposta imune inata e resposta imune adaptativa, pois
possuem uma grande capacidade para modular a resposta imune como um todo, ja
que elas sdo APCs profissioonais o que as permite detectar infeccdo através de
receptores de PAMPs como, por exemplo, receptores do tipo toll (TLR — do inglés
“Toll-like receptors”) e receptores do tipo NOD (NLRs — do inglés “NOD-like
receptors”), que promovem a maturacao funcional das DCs permitindo sua migracao

para as zonas das células T de 6rgéaos linféides secundarios, onde irdo apresentar
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0s antigenos para as células T (DIEU et al., 1998; YANAGIHARA et al., 1998). A
apresentacdo pode ocorrer pela via classica através do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e MHC de classe Il ou de forma néo
cldssica quando antigenos lipidicos séo apresentados através da molécula CD1. As
apresentacoes sdo capases de ativar linfocitos T especificos, incluindo células T
CD8", CD4" e células NK (PALUCKA; COUSSENS, 2016), porém a iniciac&o
eficiente de células T naive por células dendriticas é finamente regulada por uma
rede de eventos, incluindo o aumento da formagdo de complexos estaveis de
peptideo-MHC, expressao de moléculas co-estimuladoras, producéo de citocinas e a
interacdo dindmica entre DCs ativadas e as células T naive. O papel das DCs no
tumor, pode ser de vigilancia anti-tumoral, quando ha uma iniciacdo eficiente da
resposta imune especifica contra o tumor, determinada pela apresentacédo
antigénica eficiente e ativadora de linfocitos T; ou pode ser de evasao pro-tumoral,
gquando ha uma deficiéncia na maturacdo das DCs em conjunto com fatores
imunosupressores do microambiente tumoral (LIN et al., 2010).

Os receptores de membrana CD80 e CD86, sdo moléculas co-estimuladoras
responsaveis pelo sinal secundario que permite desencadear a ativacdo dos
linfécitos depois da formacdo do complexo TCR/MHC, quando esses sinais
secundarios ndo existem ou estdo baixos as APC’s ndo atingem seus estado de
maturidade, tornando-se imaturas. A consequencia disso € que a apresentacdo de
antigenos passa a ter uma papel inverso, isto é, as APCs imaturas quando se ligam
aos linfocitos T naives levam essas células a um estado anérgico o qual impedem
sua acao efetora.

Ao quantificarmos as células do sistema imune inato, identificamos que elas
nao sO estavam em menor quantidade nos animais que receberam HFD em relagéo
aos que receberam racdo padrdo, mas também possuiam menores niveis de co-
estimuladores em sua membrana, indicando que houve uma baixa dessa resposta e
gue essas células estavam imaturas nos animais obesos. Nossos dados corroboram
com estudos de ALMAND et al. (2000) em pacientes com cancer de mama, 0s quais
identificaram uma maior quantidade de macrofagos e células dendriticas imaturas no
tecido tumoral em comparacdo com voluntarios saudaveis, esses niveis de células
imaturas foram relacionados com o maior peso tumoral e maior duracdo da doenca.
A diminuicdo de maturacdo dessas ceélulas, € correlacionada com células

supressoras derivadas de mieldides (MDSC, do inglés “Myeloid-derived suppressor
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cells”) que sao uma populagdo heterogénea de células mieldides imaturas,
originadas de progenitores mieldides os quais nao finalizaram sua diferenciacdo em
macrofagos, células dendriticas e outros granulécitos; elas séo caracterizadas pelo
seu papel funcional de supresséo do sistema imunologico. Em modelos animais com
linhagem 4T1, a inibichio de MDSC’s levou a um aumento da maturagdo dos
macrofagos e das células dendriticas, indicando, portanto, que essas células
modulam ativamente a supresséo da resposta imune inata (KERKAR et al., 2011).

As células do sistema imune adaptativo sdo capases de montar uma resposta
mais efetiva e duradoura contra patdgenos, pois elas possuem refinada especifidade
devido aos seus imensos repertérios de receptores e memaoria que permitem rapida
e efetiva resposta em um segundo encontro. As células responsaveis pela resposta
adaptativa sdo os linfocitos B com suas subpopulacdes (plasmocitarias, de
memorias e reguladores) e os linfécitos T com suas subpopulacdes (auxiliares —
Thl, Th2, Thl7, citotoxicos e reguladores) (ABBAS,2015).

As células T CD4" e T CD8" estdo envolvidas na resposta imune contra o
cancer de mama com atuagdes diferentes ao longo da progressdo da doencga, visto
que em estagios iniciais, os linfocitos Thl e CD8" sdo dominantes nas populacdes
dos infiltrados tumorais de linfocitos e estéo ligados a imunovigilancia; e em estagios
tardios, os linfécitos CD4" aumentam significativamente em nimeros e subconjuntos
com dominacdo das subpopulacbes Treg e Thl7, que podem contribuir para a
promocao do tumor (HUANG et al., 2015).

Ja é sabido que as células T CD4" sdo importantes coordenadoras do
processo de imunoedicdo do sistema imunoldgico durante a progressao do tumor
mamario, pois ao serem ativadas essas células secretam diferentes tipos de
citocinas com base em funcdes efetoras, por exemplo: as células Thl secretam IL-2,
TNF-a, e IFN-y juntamente com linfécitos T citotoxicos (CTL — do inglés “cytotoxic T
lymphocytes”), o que permite a promogado da citotoxidade em macréfagos e o
aumento do processamento de antigenos e expressdo de moléculas MHCI e Il em
APCs. Em contraste, a expresséo de IL-4, -5, -6, -10, -13 por células Th2 podem
induzir anergia da célula T e perda de citotoxicidade mediada por elas, reforcar a
imunidade humoral e regular as atividades de TAM (PALUCKA; COUSSENS, 2016).

As células T CD8" sdo consideradas as principais células efetoras contra o
cancer, uma vez que podem dar origem a linfécitos T citotéxicos que matam as

células neoplasicas (APPAY et al., 2008). Os CTLs podem ser gerados através da
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reprogramacao de células T de memoéria ou pela ativacdo, nos 6rgdos linféides
secundarios, de células T CD8" naives por APCs que apresentam peptideos
derivados de tumores, no contexto da co-estimulacao através do CD80 e CD86, bem
como através de citocinas como IL-12, IFN-y e IL-15 (STEINMAN, 2012). As
propriedades anti-tumorais das células T CD8" incluem: elevada afinidade células
malignas com baixa expressdo de MHC; niveis elevados de mediadores citotoxicos
como granzimas e perforina; expressdo de moléculas de superficie que permite a
migracdo para o tumor; e estendida longevidade, além de memoria, permitindo
assim a producédo de CTL na re-exposicdo ao antigeno. Porém, apds a chegada no
microambiente tumoral, as células T CD8" enfrentam numerosos obstaculos, tais
como pontos intrissecos de checagem (CD28-CTLA-4 e PD1-PD-L1); reguladores
extrinsecos como células T reg e/ou células supressoras derivadas de mieldides
(MDSC - do inglés myeloid-derived suppressor cells); um microambiente tumoral
inflamatorio pré-cancer; perda de antigeno e evasdo dos tumores; e alteracdes de
tecidos especificos, tais como células de gordura no cancer de mama (COUSSENS;
ZITVOGEL; PALUCKA, 2013; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004; SHARPE; MOUNT,
2015).

ApoOs verificarmos que a resposta imune inata estava diminuida, fomos
pesquisar se isso poderia estar influenciando as células da resposta imune
adaptativa e para isso marcamos as células auxiliares e citotoxicas. Ao contarmos 0s
linfocitos CD3'/CD4" e CD3'/CD8" dos obesos, identificamos uma diminui¢do
dessas células, o que indica uma baixa na resposta imune adaptativa. Nossos dados
diferem de Huang e colaboradores, em 2015, os quais observaram que o0 niumero de
linfocitos CD4" aumentaram em tumores mamarios e houve uma alteragéo dinamica
entre suas subpopulagdes, sugerindo que cada uma possui um envolvimento ativo,
com funcgBes distintas na resposta imune durante a progressdo do tumor. Ja em
relacdo aos linfécitos CD8*, 0 mesmo grupo, observou um actumulo dessas células
nos sitios tumorais e esse fato estava negativamente correlacionado com o avango
da doenca e metastase e positivamente correlacionado com maior taxa de
sobrevivéncia, em cancer de mama humano.

Essa diminuicdo encontrada em nosso trabalho, que difere da literatura, pode
ser atribuida a uma possivel disfuncdo hematopoiética observada nos animais
obesos. Dados nédo publicados de Salvador e colaboradores demonstraram aumento

de metastases na medula 6ssea dos animais obesos, 0 que pode prejudicar a
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hematopoiese e culminar na reducao de progenitores mioldides e linfoides. Chan et
al., em 2012, também observaram essa disfuncdo hematopoiética quando
estudaram populacdes de células T em animais que receberam HFD, onde os
animais obesos apresentaram um decréscimo de 38% de células T CD4" e T CD8"
no sangue em relacdo aos animais controles. Os autores atribuiram esse evento a
quebra de equilibrio entre o sistema esquelético e imunolégico, o que acelera a
deterioragdo da estrutura Ossea e, simultaneamente, diminui 0 processo
hematopoiético, expondo 0 animais obesos a uma pior resposta imunologica ao
tumor (CHAN et al., 2012).

Além disso, os animais obesos possuem mais quantidade de MDSC’s,
ocacionando o direcionamento da hematopoiese para a producdo dessas células
que sao responsaveis pela resolucdo da inflamacao e equilibrio do tecido. No caso
da inflamacao crbénica de baixo grau observada na obesidade, essa resolu¢cdo nunca
ocorre, culminando no acumulo dessas células reguladoras, além disso, os acidos
graxos produzidos pelos adipésitos, muito mais numerosos nos individuos obesos,
também foram descritos como indutores do acimulo de MDSC (OKWAN-DUODU et
al., 2013).

A regulacdo da resposta inflamatoria deve acontecer para que haja a
manutencdo da homeostase do hospedeiro, porém no caso do tumor mamario, as
células malignas subvertem a funcao supressora das MDSC para favorecerem a
progressao, disseminacao e sobrevivéncia do cancer de mama. Em modelo murino
de tumor mamario 4T1, a supressao dos linfocitos pela acdo de MDSC foi descrita
através de diferentes mecanismos como: i) estimulacdo de reguladores
imunolégicos, como células Treg, células Th2 e TAMs (MUNDY-BOSSE et al.,
2011); ii) sequestro de arginina que leva a privagao dos linfocitos desse aminoacido
gerando uma deficiéncia na expressao da cadeia zeta do receptor CD3 (TCR — do
inglés “Tcell receptor”), prendendo-as a fase do ciclo celular GO-G1 (EZERNITCHI et
al., 2006); sequestro de cisteina do meio impedindo a oferta desse aminoacido pelas
APC’s durante o processo de apresentacédo de antigeno, culminando na pertubacgao
da ativagdo de linfocitos, além de impedir a producdo de glutationa uma importante
molécula que protege as células do estresse oxidativo freqiiente no microambiente
tumoral, levando a morte dos linfécitos T que vao para o tumor (SRIVASTAVA et al.,
2010); iii) producdo de espécies reativas de oxigégio em resposta a estimulos
tumorais (TGF-B, IL-3, IL-6, IL-10 e GM-CSF), como o acido nitrico, o qual limita a
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resposta de IFN-y pelas células T, peroxinitrito que gera a nitracdo do receptor de
células T (TCR) impedindo sua ligagdo ao MHC e 0Oxido nitrico que diminui a
expressdo de MHC de classe Il induzindo a apoptose celular (GABRILOVICH,;
NAGARAJ, 2009; MUNDY-BOSSE et al., 2011); iv) pertubacdo do trafego dessas
células para os sitios de ativacdo, como linfonodo, onde sdo apresentados os
antigenos que ativam as células, através da inibicdo de L-selectina, uma molécula
de adeséo que facilita o extravasamento de linfocitos para os nédulos linfaticos e
locais inflamatdrios, inibindo uma potencial resposta efetora de chegar até o tumor
(ROSEN, 2004).

As células da resposta adaptativa como os linfocitos T auxiliares e citotéxicos,
por exemplo, séo capases de secretar diferentes citocinas as quais estao envolvidas
na emissdo de sinais para outras células e, consequentemente, na montagem da
resposta imunoldgica contra antigenos imunogénicos. IFN-y é uma citocina
essencial para imunidade contra patdégenos intracelulares e cancer, pois
camundongos knockout para essa citocina ou seu receptor, ficam altamente
suceptiveis a uma variedade de bactérias, protozoarios, infecdo por virus, além de
desenvolverem tumores maiores e agressivos (SCHRODER et al., 2004). O IFN-y é
produzido tanto por células inatas quanto pelas adaptativas, visto que células NK
sdo fontes priméarias dessa molécula, linfocitos CD4" Th1 produzem altas doses de
IFN-y e linfocitos CD8", apds a ativacgio e diferenciacdo em CTL, elevam a produgio
dessa citocina. O papel melhor caracterizado do IFN-y na modulacdo do sistema
imune é através de células T CD8, que ao secretarem-no aumentam a apresentacao
de antigenos via MHCI, facilitando o reconhecimento das células infectadas ou
neoplasicas pelos CLT, além disso, o IFN-y pode agir sobre as células T CD4" e
células B (DE ARAUJO-SOUZA; HANSCHKE; VIOLA, 2015).

A interleucina 10 (IL-10) pode ser expressa pela maioria das células T,
incluindo células Tregs, APCs, macrofagos, bem como células epiteliais. IL-10 inibe
a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-a, IL-1B e IL-6 por
células T CD4" e também inibe a expressdo de moléculas MHC e moléculas co-
estimulatérias em varios niveis, regulando as respostas secundarias do T CD8".
Além disso, foi sugerido que a IL-10 contribui para um microambiente tumoral
supressor do sistema imune (MUMM et al., 2011; SARAIVA et al., 2009).

Apoés determinar a quantidade de linfécitos, observamos a secrecdao da

citocina inflamatdria IFN-y e da citocina anti-inflamatéria IL-10 e o que achamos foi
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uma producéo menor de IFN-y pelos linfécitos auxiliares dos obesos em relagao aos
controles, mas uma secrecao igual de IL-10 entre os dois grupos, isso indica que o
linfocito CD4" dos animais alimentados com HFD foram menos eficientes em montar
uma resposta anti-tumoral com ativacéo de linfécitos auxiliares Thl devido a menor
guantidade de IFN-y, mas sua capacidade de direcionar a resposta para um perfil
Th2, que é pro-tumoral, através de IL-10 foi igual a dos controles, explicando assim
a menor quantidade de linfocitos efetores da imunidade adaptativa. Em relacdo aos
linfécitos CD8”, encontramos niveis semelhantes de secrecdo de IFN-y, porém uma
menor producdo de IL-10 nos animais obesos em relacdo aos animais controles
indicando que esses linfécitos citotoxicos eram efetores, pois produziam mais IFN-y
e menos IL-10, porém como seu numero foi reduzido nos obesos, a resposta
citotdxica contra o tumor nesses animais, em relacdo aos animais controles, néo foi
capaz de gerar uma resposta suficientemente eficiente para combater o tumor.

Outra importante célula da resposta imune adaptativa, é o linfocito B, o qual
monta uma resposta contra patdégenos a partir do reconhecimento de antigenos
especificos pelo receptor de célula B (BCR — do inglés “B cell receptor”) e da intensa
proliferacdo e formacéo dos centros germinativos, onde podem trocar de classe de
imunoglobulina e se diferenciarem em células plasmaticas (PC) produtoras de
anticorpos de elevada afinidade, responsaveis por eliminar o patégeno via formacao
do complexo antigeno-anticorpo, ativacdo do sistema complemento ou opsonizacao
de células infectadas (NELSON, 2016).

As células B também podem promover a imunidade anti-tumoral através do
fornecimento de antigenos tanto para os linfocitos CD4" quanto para os linfocitos
CD8", resultando na expanséo dessas células e na formacdo de memédria, podendo
atuar como APCs para sustentar a sobrevivéncia e proliferacdo de células T
infiltradas no tumor. Além disso, 0s anticorpos secretados pelas células B oferecem
grandes beneficios para a imunidade anti-tumoral, pois ao ligarem-se aos antigenos
tumorais amplificam a resposta imune adaptativa (SHEN et al., 2016).

Ao avaliarmos a quantidade de linfécitos B no linfonodo inguinal drenante do
tumor, observamos uma queda pela metade no nimero dessas células nos animais
obesos em relagdo aos animais controles, portanto, as células B, que poderiam
ativar os linfocitos T através de apresentacdo, ou produzir anticorpos que
combateriam as células malignas, foram diminuidas, e sua acdo de indutoras de

resposta anti-tumoral foi anulada.
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Para além das func¢des anti-cancerigenas das células B, evidéncias sugerem
gue subpopulacdes reguladores podem exercer o papel de supressoras da resposta
imune ao interagir diretamente com o tecido tumoral, células T, APCs, Tregs e
MDSCs (SHEN et al., 2016). Co-culturas de células Breg com células T CD4" e T
CD8" resultaram em uma reducdo significativa na capacidade proliferativa desses
linfécitos, induzindo a anergia e a apoptose, devido a secrecdo de citocinas como
TGF- ou por contato célula-célula (XING et al., 2015). Nossos dados indicaram uma
queda da subpopulacdo de linfocitos B regulatérios nos animais que foram
alimentados com HFD em relacdo aos animais alimentados com racédo padrao e isso
pode significar um aumento da resposta, jA que seu papel supressor € bem efetivo,
porém acreditamos que essa diminuicdo é devido a pouca quantidade de linfécitos
B, indicando que o baixo nivel de Breg ndo levaria ao aumento da resposta anti-
tumoral.

A descoberta de células T reguladoras (Treg) muda o classico paradigma de
diferenciacdo Th1l/Th2 alterando o pensamento convencional sobre o papel das
células T CD4" na imunidade contra o tumor, pois elas podem dar origem a células
auxiliares com perfis distintos de citocinas como os linfécitos Treg, 0s quais
diminuem a atividade de CTL e evitam respostas auto-imunes (PALUCKA;
COUSSENS, 2016). Sendo assim, as Treg podem desempenhar um papel critico na
modulacdo dos niveis de inflamacédo dos tecidos através das suas interagdes com 0s
varios componentes do sistema imune. Uma funcédo bem definida para estas células
€ o direcionamento da interacdo entre células T efetoras e células APCs através de
citocinas, tais como IL-10 e TGF-B ou interagdes diretas, o qual induz um
microambiente imunossupressor, impedindo a montagem de uma resposta anti
tumoral efetora, tornando-se um importante obstaculo durante o cancer de mama
(TADOKORO et al., 2006).

Nossos dados contradizem o trabalho de DEIULIS et al, 2011,0 qual
demonstra que o aumento de depdsitos adiposos viscerais estdo associados a
reducdo do numero e funcdo de Treg, o que pode levar a inclinacdo da resposta
para um perfil pré-inflamatério, resultando em um aumento direto da resposta inata e
adaptativa (DEIULIIS et al.,, 2011). O que observamos em nosso estudo foi a
diminuicao do perfil regulatorio devido a queda no namero de células T CD4+ e IL-
10, o que impediria a diferenciacdo dessas células em células reguladoras, mas que

nao levou ao aumento da resposta anti-tumoral, pois as células linfoides estéao
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diminuidas nos animais obesos devido ao possivel comprometimento da
hematopoiese desses animais.

Em resumo, a obesidade ao induzir uma inflamacao cronica de baixo grau,
gera um aumento dos niveis de fatores de crescimento (como VEGF, TNF-a e IGF),
de citocinas (como IL-1 e IL-6), de quimiocinas (como CCL-2, CCL-5 e CXCL-12), o
direcionamento para a diferenciacdo de MDSC (via aumento de COX ou &cidos
graxos), o aumento de TEM (com ajuda de fatores de crescimento, citocinas e
guimiocinas) e a diminuicdo da hematopoiese.

Nossos dados sugerem que, se presentes, esses eventos em conjunto,
regulam a resposta inata e adaptativa, levando a diminuicdo de macrofagos e
células dendriticas, além de impedir sua maturacdo, a diminuicdo de linfocitos T
CD4" e T CD8", além do desbalanco na secregdo das citocinas IFN-y e IL-10 e da
diminuicdo das células reguladoras B e T. A consequencia final disso, € a reducéo
na resposta imune celular, o aumento do tamanho e da progressao tumoral
(ocacionando uma massa de tumor maior e mais volumosa), além de um aumento
na capacidade metastatica do cancer de mama, levando assim a uma menor

sobrevida dos pacientes obesos.
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7 CONCLUSAO

Os animais obesos com tumor possuem menor quantidade de macrofagos e
células dendriticas, os quais estdo menos ativados e geram uma menor ativacao dos
linfécitos T auxiliares e citotoxicos que também estdo em menor quantidade e
apresentam um desbalanco na producdo das citocinas IL-10 e INF-y. Além disso,
verificamos uma diminuicdo da resposta regulatéria com menores niveis tanto dos
linfécitos regulatorios B quanto dos linfécitos regulatérios T. Isso possivelmente se
deve a inflamacao crbnica de baixo grau observada nos animais obesos, a qual
aumenta os niveis de citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a que podem contribuir para
desregulacdo da hematopoiese levando ao acumulo das células MDSC e
consequente supressao do sistema imune, culminando na progressao tumoral.

A reducdo da resposta inata e adaptativa nos animais obesos explica os
dados encontrados anteriormente por nosso grupo, onde animais obesos
apresentaram um tumor maior, mais agressivo e metastatico, o que levou a uma
menor sobrevida nesse grupo em relagcdo aos animais magros.

Contudo, mais estudos séo necessarios para definir o papel das MDSCs no
déficit da resposta imune celular em nosso modelo experimental, além disso, se faz
necessario também avaliar a producdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento no microambiente tumoral, bem como no tecido adiposo adjacente ao
tumor para melhor definir a atuacdo de cada componente na intrinseca relacédo da

obesidade com o cancer de mama.
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