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Introducdo: O carcinoma da mama 4T1 é uma linha de células de tumor transplantaveis que é altamente
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Neubauer. Para contagens diferenciais utiliza-se um bom esfregaco. Resultados: O crescimento tumoral
apresentou volume final de 254 + 65 mm® x10-%. Em relag&o a faixa de tumor e contagem de células mostraram
um aumento significativo no nimero de leucécitos (7380mm?® vs 19540mm?, p <0,001), causado por um
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aumento significativo de neutréfilos, na contagem diferencial apenas neutréfilos mostraram diminuicéo

Bruna Soares de Melo Franco 2 significativa no grupo de tumor (1260,2mm? vs 913,4mm?, p <0,0508). Ha contagem total de leucocitos no
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INTRODUGAO

Os carcinomas sdo a segunda patologia que mais acarreta
em oObitos no mundo perdendo apenas para patologias
cardiovasculares (NIGJEH et al., 2019; INCA, 2020). O céancer
origina-se a partir de células normais que sofrem expansdo clonal
descontrolada que pode surgir devido a fatores intrinsecos, como
mutacdes herdadas ou por erros aleatérios nas replicacBes do
DNA aumentando a susceptibilidade do cancer, como também por
fatores extrinsecos que levam a um dano no gene devido a fatores
que estdo diretamente relacionados com a patogénese, isso inclui
fatores ambientais e bioldgicos, tais com o estilo de vida,
tabagismo, hereditariedade e habitos alimentares (PORTER,
2009). No entanto, uma Unica mutacdo raramente levara a
formacdo de um tumor. Para que aconteca o0 processo de
carcinogénese sdo necessarias de duas a seis modificagcBes no
DNA das células, que por sua vez irdo interferir nos mecanismos
de proliferacéo, diferenciacdo e apoptose que, por fim, levam ao
processo de expansdo clonal descontrolada (ONUCHI;
CHAMMAS, 2010). Na metastase as células tumorais devem
atingir a corrente sanguinea ou a circulagdo linfatica e a partir dai
invadir e colonizar outros tecidos (LIN et al., 2015).

As mamas sdo estruturas superficiais proeminentes na
regido anterior da parede toracica, nelas estdo presentes as
glandulas mamérias, localizadas no tecido subcutineo anterior
aos musculos peitorais. Durante a puberdade, a glandula mamaria
se desenvolve. E composta pelos ductos lactiferos formados a
partir do brotamento de cada 15 a 20 I6bulos mamarios que juntos
se abrem na papila mamaria (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).
A Organizagdo Mundial da Sadde classifica o cancer de mama em
diferentes tipos histologicos, dentre eles tumores epiteliais,
tumores epiteliais raros, lesdes proliferativas intraductais,
tumores epiteliais/mioepiteliais, lesdes papilares e tumores
mesenquimais. Esses mesmos grupos ainda sdo divididos mais
especificamente em subtipos de neoplasias. A remog&o parcial ou
total da mama, radioterapia, quimioterapia e terapia endécrina
geram pequenas melhorias nos resultados clinicos. Apesar de um
tratamento bem sucedido do tumor primario, recidiva e metéstase
subsequente, que termina geralmente de morte, ocorrem casos
mais profundos de céncer que se diserminam para diversas parte
do organismo humano (CHERYL; MILLER, 1992).

No comeco as pesquisas do cAncer de mama em modelos
experimentais de camundongos eram estudadas com a inducéo do
tumor a partir de células de cancer da mama da linhagem humana
e observou-se que a metastase e 0 crescimento do microambiente
tumoral eram pobres e insuficientes. O carcinoma de mama de
linhagem 4T1, sdo células transplantiveis derivados do tumor
410.4, isoladas por Fred Miller (MILLER, 1983). O tumor gerado
pela linhagem de células 4T1 é altamente invasivo e, diferente da
maior partes dos modelos experimentais de tumor, pode sofre
espontaneamente metastase do tumor primario na glandula
mamaria para varios orgdos e locais distantes do organismo
humano, incluindo os ganglios linfaticos, sangue, figado, pulmao,
cérebro e ossos (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 1998;
KOSZALKA et al., 2022). O tumor originalizado pela célula 4T1
tem inumeras caracteristicas que fazem o modelo experimetal
adequado para comparacdo do cancro da mama humana, as
células tumorais sdo facilmente implatadas para a glandula
mamaria do camundogo BALB/C de modo em que o tumor
primario cresca no local automaticamente correto. Tanto o cancro
da mama quanto a doenca mestatica originada pela 4T1
desenvolve de forma espontanea apartir do tumor primario, a
difusdo metéstica para os nddulos linfaticos de drenagem e de
outros orgdos sdo bastante semelhantes ao do cancro da mama. As
células 4T1 possui resisténcia a 6-tioguanina. Isso permite a
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quantificacdo precisa das células metastaticas (PULASKI et al.,
2000) .

O bago, maior 6rgdo linfoide do organismo, esta localizado
no hipocéndrio esquerdo, sob a protecdo da arcada costal. Varia
de volume conforme a idade, o estado nutricional, o imunoldgico
e diante do aumento da pressdo portal, sendo que no adulto pesa
aproximadamente 150g. As funcdes béasicas do baco séo
fundamentalmente hematoldgicas e imunolégicas. Do ponto de
vista hematoldgico, podemos ressaltar que o érgdo age como um
filtro, através da remo¢do com destruicdo das hemaécias
senescentes ou defeituosas da circulacdo gracas a organizacéo
Unica de seu parénquima e vasculatura. Age ainda na regulagao
do fluxo sangiiineo para o figado, armazenamento de células
sangiiineas e “reciclagem” do ferro endégeno. Tédo importante
guanto, é sua fungdo imunoldgica. O bago estd claramente
envolvido na resposta imune tanto que, um retardo no
aparecimento e titulos maximos mais baixos de anticorpos sao
observados ap6s esplenectomia. Sua funcéo fagocitaria representa
25% do total de fagocitose do organismo. A auséncia esplénica
provoca uma incapacidade na remocdo de bactérias e células
revestidas por anticorpos da circulagdo (CHAPMAN;
NEWMAN, 1998).

O sistema de defesa contra agentes invasores em nosso
organismo consiste em dois tipos de reagdes. A imunidade inata é
mediada por células e proteinas que estdo sempre presentes e
prontas para lutar contra os agentes, sendo chamada em agdo
imediatamente em resposta a infeccdo. Os principais
componentes da imunidade inata s&o barreiras epiteliais da pele,
trato gastrointestinal e trato respiratério, que impedem a entrada
de microrganismos, leucocitos fagocitos (neutrdfilos e
macrofagos), um tipo de célula especializada, chamada de célula
natural killer (NK) e vérias proteinas plasmaticas circulantes, das
guais as mais importantes sdo as proteinas do sistema de
complemento. A resposta imune inata é capaz de prevenir e
controlar muitas infecges. No entanto, muitos microrganismos
patogénicos evoluiram para superar as defesas iniciais, e prote¢do
contra essas infec¢des requer mecanismos mais especializados e
poderosos da imunidade adaptativa (também chamada de
imunidade adquirida ou especifica). A imunidade adaptativa é
normalmente silenciosa e responde & presenca de microrganismos
infecciosos, tornando-se ativa, expandindo e gerando mecanismos
potentes para neutralizar e eliminar os microrganismos. Os
componentes do sistema imunitario adaptativo sdo linfocitos e
seus produtos. Por convengdo, os nomes “sistema imunologico” e
“resposta imunoldgica” referem-se a imunidade adaptativa. Na
imunidade frente aos tumores o conceito de Vigilancia
Imunoldgica é bem conhecido, caracterizado como a propriedade
que o sistema imunoldégico tem de identificar e eliminar clones de
células que sofreram mutacdo, de modo a controlar o inicio e o
desenvolvimento de tumores (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2011). O sistema imunolégico, portanto, torna-se indispensavel
para o controle de neoplasias, utilizando tanto dos mecanismos da
imunidade inata como os mecanismos da imunidade adaptativa
para a resposta imune aos tumores (MARCUS et al., 2014). A
imunidade inata vem chamando cada vez mais a atencdo dos
pesquisadores na vigilancia imunoldgica. Estudos mostram o
importante papel das células NK, das células dendriticas (CD) e
das células fagocitarias (mondcitos e macréfagos) que
configuram a primeira linha de defesa diante do surgimento dos
tumores (RAVAL et al., 2014). A imunidade adaptativa é a
resposta intensa aos agentes agressores e é dividida entre resposta
humoral mediada por linfocitos B e resposta celular mediada por
linfécitos T, sendo o linfocito T a célula mais especifica contra
antigenos tumorais (SLANEY et al., 2013).

Os carcinomas sdo patologia que sem duvidas vém
aumentado seu indice com o passar do tempo, este crescimento
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esta relacionado com inimeros fatores que estamos expostos ao
dia a dia, com exemplo raios solares, ma alimentacéo, stress, e
outros fatores carcinogénicos. O cancer de mama é o tipo de
cancer mais frequentes entre mulheres. Diversos estudos vém
mostrando o papel do sistema imunoldgico e suas células frente a
combate de tumores. O tratamento para 0 cancer consiste
principalmente em quimioterapia e radioterapia. Sdo tratamentos
eficazes, porem quando detectado tardiamente a cura € mais
dificil. A quimioterapia e a radioterapia sdo também tratamentos
muito agressivos, que comprometem o sistema imunolégico do
paciente deixando 0 mesmo sujeito a desenvolver vérias infeccdes
oportunistas (SILVA, 2015).

Este trabalho tem como seu principal objetivo, realizar a
contagem total, diferencial e calculo do valor absoluto de
leucocitos do sangue periférico e do bago de camundongos
BALB/C para observar se ha alteracdes na producdo das células
do sistema imunoldgico.

MEDOTOS

Serdo utilizadas 10 fémeas de camundongos da linhagem
Balb/c, na fase adulta, com 8 semanas de vida, oriundas do
Instituto de Pesquisa em Oncologia — IPON. Os animais serdo
agrupados e mantidos em gaiolas plasticas, com espago adequado
para acomodacdo em um ciclo claro/escuro 12 horas, com
ventilacdo e temperatura controlada, variando entre (21 + 3 °C),
com comida e agua disponiveis. Eles serdo divididos em 2 grupos
experimentais (tabelal). Depois do periodo experimental (30
dias), os animais serdo eutanasiados com uma overdose de
Cetamina (75 mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg), o sangue utilizado
sera retirado da cauda dos animais, posteriormente sera retirado o
baco de cada animal.

Para inoculacdo do tumor serd utilizado a linhagem
tumoral 4T1 é descrita na literatura como potente indutora de
tumores de mama em roedores. As células de linhagem 4T1 séo
mantidas em culturas em um meio especial denominado RPMI
Completo com pH 7,4. Os animais serdo inoculados com uma
Unica dose de células indutoras de tumor, com um volume de 50
ul e concentragio de 2,0 x 10° células por animal nos quais
permanecerdo vivos durante 30 dias ate o desenvolvimento do
tumor, apds serd realizada a eutandsia para obtencdo dos
resultados.

Durante 0 experimento serd realizado a afericdo de
medidas do volume tumoral através de um paquimetro no qual os
resultados serdo expressos em mm.

Tabela 1 — Distribuicdo dos Grupos Experimentais
Grupo 1 - Controle (5 animais)

Sem inoculagio de células
4T1

Inoculagdo das células 4T1
na concentragdo de 2,0 x 105
por animal.

Grupo 2 - Tumor (5 animais)

Para realizar a contagem de Leucocitos Totais e necessario
. S 1 x
realizar uma diluicdo de % do sangue total em solugdo de Turk.

20ul Sangue Total

1
Ex: — -
20 400ul Diluente de Turk

Em seguida pipeta-se a amostra na cdmara de neubauer,
realiza a contagem dos 4 quadrantes laterais e multiplica-se por
50. O resultado e expresso em mm3,

A contagem diferencial informa as quantidades relativas
dos diferentes tipos de leucdcitos no sangue periférico. Para os
exames de rotina, utiliza-se para tal contagem um esfregaco de
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boa qualidade corado pelo pandético rapido que é levado ao
microscopio para observacgao. No primeiro momento, a avaliagao
da lamina é feita com uma objetiva de menor aumento (10x a 40x)
e depois, com uma objetiva de imersdo de maior aumento (100x).
A contagem de células é realizada da metade para o fim da borda
do esfregaco, especificamente na cauda do esfregaco, conta-se
100 células e o valor e expresso em %.

Quando encontrados os valores de Leucdcitos Totais e do
diferencial pode-se obter um dado bastante importante que e 0
Valor Absoluto. Este valor pode ser encontrado apartir da regra
de trés 0 que permitira saber o valor especifico de cada célula
encontrada nos leucdcitos totais. O resultado também e expresso
em mmd,

Ex: Se em 100 células do diferencial eu encontrar 50 neutrdfilos,
em 10.000 células dos leucdcitos totais eu terei 0 numero de
neutrofilos totais .

100— 50%
10.000 ——— x

X=5.000 neutrdfilos / mm3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a fase experimental foi acompanhado o
crescimento tumoral através de medidas com paquimetro nas
quais eram dadas em mm. A figura 1 representa o tamanho do
crescimento tumoral ao longo do experimento.

Figura 01 — Representagdo do crescimento tumoral ao longo do
periodo experimental
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O crescimento tumoral demonstrou homogeneo com
volume final de 254 + 65 mm?® x10-3. A utilizagdo deste modelo
esta baseada no fato de que muitos autores tem usados modelos
experimentais com camundongos com sucesso em estudos de
cancer. Neste estudo, este modelo animal altamente contribui para
a compreensdo dabiologia da mama com céncer.
(ASLAKSON; MILLER, 1992; PULASKI; OSTRAND-
ROSENBERG, 2001; ATIYA etal., 2019).

Apos a eutanasia dos animais foram coletadas amostras de
sangue periférico na cauda de cada animal dos dois grupos e
fragmentos teciduais do bago para que fossem confeccionadas
laminas para o diferencial dos leucécitos e contagem total dos
mesmos o0s resultados estdo expressos nas tabelas 2 e 3.

Tabela 02 — Distribuicdo entre os grupos experimentais da
populagdo leucocitaria, bem como das subpopulagbes de
neutréfilos, mondcitos e linfdcitos, no sangue periférico.

Grupo Lencdcito Total Neutrifilo Mondcito Linfécito
Controle 7380,00£305,62 260,20+83,17 1081.20=68.87 3038,60=429.56
Tumor 19340.00=1870,72 913 40=17878 10696020031 46306033968

p-value 0,0001 0,117 0,959 0,487
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Em relacdo a faixa de tumor a contagem de células
mostraram um aumento significativo no ndmero de leucdcitos
(7.380mm?3 vs 19.540mm?, p <0,001), causado por um aumento
significativo de neutrofilos hastes, na contagem diferencial
apenas neutrofilos mostraram diminuicdo significativa no grupo
de tumor (1260,2mm3 vs 913,4mm?® p<0,0508). Segundo
pesquisas 0 reconhecimento de antigenos tumorais esta
relacionado com celulas e moléculas do sistema imunolégico. Nos
tecidos neoplasicos alguns pesquisadores ja encontraram
macrofagos ativados, células NK, linfécitos T CD4+ e CD8+
especificos para peptideos tumorais, assim como altos titulos de
imunoglobulinas contra um vasto repertério destes antigenos
(ZITVOGEL et al. 2004).

Nenhum modelo experimental descreve a atuacdo de
células do sistema imunologico presentes no sangue periferico de
animais.

No que respeita a contagem no bago dos leucocitos totais
foram significativamente maiores de novo no grupo do tumor em
comparacdo com o controle (198.400mm3 vs 287.320mm3, p
<0,001). Na contagem diferencial no grupo tumor houve um
aumento significativo em mondcitos (8.217,6mm?3 vs 18.967mmg,
p <0,01) com grande presen¢a de neutréfilos e uma reducdo
significativa de linfécitos (175.065,5mm?® vs 47.078,4mm?, p
<0,001).

Tabela 03 — Distribuicdo entre os grupos experimentais da
populacdo leucocitaria, bem como das subpopulacfes de
neutréfilos, mondcitos e linfdcitos, no bago.

Neutrafilo

Grupe Leucocito Total Mondcito Linfécito

Controle 198400,00=3986,65 15116,80=1390 8217.60=1128 175065=6139

Tumor 287320.00=64350,92 16730=4600 18967=1780,74 47078=3007

p-value 0,0001 0,752 0,001 0,0001

Segundo autores 0 baco € um O6rgdo do sistema
mononuclear fagocitario, com importante papel na defesa
organica devido a seus mecanismos de filtracdo e fagocitose, além
da producgdo de fatores do complemento e imunoglobulinas, em
especial a IgM. (Babcock et. al 1989).

Nas figuras 02 e 03 estdo representados os dados dos
leucocitos totais e subpopulagbes no sangue periférico
correlacionadas com o volume tumoral.

Figura 02 — Correlagédo Leucdcitos Totais no sangue periférico e
volume tumoral.
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Correlacionando Leucécitos Totais do sangue periférico
com o volume tumoral pode-se observar o0 aumento das células do
sistema imunoldgico durante o periodo de crescimento tumoral e
no grupo tumor a contagem total de leucécitos variou de
13.750mm? vs 25.450mm3. A reacdo inflamatdria caracteriza-se
por eventos inter-relacionados, entre os quais aumento no fluxo
sanguineo e permeabilidade vascular na regido afetada, exsudagao
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de fluido (edema), dor localizada, migragdo e acUmulo de
leucocitos inflamatdrios dos vasos sanguineos para dentro do
tecido, formacdo de tecido de granulacdo, reparo ou necrose
tecidual (GOMES-LEAL, 2002).

Figura 03 — Correlacdo SubpopulacBes celulares no sangue
periférico e volume tumoral
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Na analise de correlacdo entre o volume do tumor e
populacBes de células no sangue periférico, todas as populacdes
mostrou correlagdo positiva com o volume do tumor, e de forma
significativa para os linf6citos. Nishimura em 1994 através de
suas pesquisas viu que Linfécitos T CD8+ citotdxicos, juntamente
com as células NK, sdo as principais células efetoras da
imunidade celular tumoral em humanos.

Nas figuras 04 e 05 estdo representados os dados dos
leucdcitos totais e subpopulacGes no bago correlacionadas com o
volume tumoral.

Figura 04 — Correlagdo Leucdcitos Totais no bago e volume
tumoral.
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Assim como no sangue periférico no bago houve
aumento das populacfes de leucdcitos totais por mm® com
conectado a circulagdo sanguinea, apds experimentos com
doengas parasitarias Maioli observou que neste Orgdo estdo
presentes células como linfocitos T e B, macréfagos e células
dendriticas.

Figura 05 — Correlagdo Subpopulagdes celulares no baco e
volume tumoral.
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Correlacionando as populagdes de células no volume do
baco e do tumor, as correlagdes sdo positivos para neutréfilos e
linfdcitos, e correlacdo negativa com monécitos, embora sem
significancia. A remocdo das células tumorais necessita do
envolvimento dos componentes da imunidade inata e imunidade
adaptativa (ABBAS et al. 2000). No esfregaco pode-se observar
a presenca de neutrofilos hastes e linfocitos.

CONCLUSAO

Através deste estudo conclui-se que o tumor 4T1 promove
neutropenia no sangue periférico, monocitose e linfopenia no
baco. Efeitos de uma resposta inflamatoria cronica, estes
resultados sugerem que pode haver locais de neoformacdo
tumoral e necrose tecidual.
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