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Soneto I 

Dos raros, desejamos descendência, 

Que assim não finde a rosa da beleza, 

E morto o mais maduro, sua essência 

Fique no herdeiro, por inteiro acesa. 

Mas tu, que só ao teu olhar te aliás, 

Em flama própria ao fogo te consomes 

Criando a fome onde fartura havia, 

Rival perverso de teu próprio nome. 

Tu que és do mundo o mais fino ornamento 

E a primavera vens anunciar, 

Enterras em botão teus suprimentos: 

– Doce avareza, estroina em se poupar. 

Doa-te ao mundo ou come com fartura 

O que lhe deves, tu e a sepultura 

William Shakespeare 
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RESUMO 

 

Os macrófagos associados a tumores (TAMs) são os leucócitos mais abundantes no 

microambiente tumoral do câncer de mama. TAMs podem atuar no desenvolvimento 

neoplásico sobre diferentes mecanismos a depender do seu status de ativação. Diante das 

evidências do papel dessas células no microambiente tumoral, esse trabalho teve como 

objetivo avaliar a participação de TAMs na progressão metastática do carcinoma mamário 

murino 4T1 e de carcinomas mamárias espontâneas da cadela. Ademais, foi avaliado o efeito 

imunomodulador da talidomida como um possível alvo terapêutico na polarização de TAMs 

em camundongos inoculados com o carcinoma mamário murino 4T1. As células 4T1 foram 

inoculadas em camundongos BALB/c fêmeas para obtenção do tumor sólido e os animais 

foram eutanasiados em diferentes tempos de progressão tumoral (14º 21º e 28º dia de 

inoculação). As amostras de tumor primário e pulmão foram coletados para a avalição de 

TAMs, expressão de versican, mediadores inflamatórios, angiogênese e metástases. A 

espirometria forçada foi também realizada para avaliar as funções pulmonares desses animais. 

As amostras de carcinoma mamário espontâneo da cadela foram selecionadas e avaliadas 

quanto à infiltração de TAMs e expressão de versican. Em um segundo experimento, 

camundongos inoculados com células 4T1 receberam tratamento diário por via oral de 

talidomida nas doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 150mg/kg durante 24 dias. Os resultados 

obtidos demonstram que a infiltração de TAMs e a expressão de versican estão associadas 

tumores mamários de baixo grau e em estádios mais avançados. Em camundongos, TAMs e 

versican mostraram-se aumentados em estágios tardios de progressão tumoral e associados 

com aumento da inflamação e angiogênese nos tumores primários, enquanto no pulmão à 

infiltração de TAMs esteve associada à disfunção pulmonar devido aumentado número de 

nódulos metastáticos, influxo de leucócitos para as vias aéreas e elevadas quantidade de 

mediadores inflamatórios. O tratamento com talidomida na dose de 150 mg/kg resultou em 

uma redução do crescimento tumoral, diminuição da proliferação celular no tumor primário e 

aumento da inflamação tecidual com reduzido número de TAMs. No pulmão, o tratamento 

com 150 mg/kg de talidomida diminui a proliferação celular e redução no número de nódulos 

metastáticos associados a um aumento da inflamação com elevado número de TAMs. Tais 

achados nos levam a concluir que os TAMs possuem um papel importante na progressão 

metastática do câncer de mama e o efeito imunomodulador da talidomida pode ser uma opção 

terapêutica para essa doença. 

Palavras chaves: macrófagos, talidomida, neoplasias da mama, metástase neoplásica, 

imunoterapia, versicanas, inflamação  
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ABSTRACT 

 

Tumor-associated macrophages (TAMs) representing most of the leukocyte population in the 

tumor microenvironment of breast cancer. TAMs can act on neoplastic development over 

different mechanisms depending on their activation status. Considering the evidence of the 

critical role of these cells in the tumor microenvironment, this work aimed to evaluate the role 

of TAMs on the metastatic progression of 4T1 mouse mammary carcinoma and spontaneous 

canine mammary carcinomas. Additionally, it was evaluated the immunomodulatory effects 

of thalidomide as a possible therapeutic target on TAMs polarization in mice inoculated with 

4T1 mouse mammary carcinoma. The 4T1 cells were inoculated into female BALB/c mice to 

obtain the solid tumor and the animals were euthanized at different times of tumor 

progression (14th, 21st and 28th day of inoculation). Primary tumor and lung were collected 

for the evaluation of TAMs, versican expression, inflammatory mediators, tumor 

angiogenesis, and metastases. Forced spirometry technique was also performed to evaluate the 

mice’s pulmonary functions. Spontaneous canine mammary carcinomas samples were 

selected and evaluated for TAMs infiltration and versican expression. In a second experiment, 

4T1 tumor-bearing mice received oral daily treatment of thalidomide at concentrations of 50 

mg/kg, 100 mg/kg, and 150 mg/kg for 23 days. The results obtained demonstrate that TAMs 

infiltration and versican expression was associated to low-grade and advanced stages of 

canine mammary carcinomas. In mice, TAMs and versican shown higher in late stages of 

tumor progression and associated to increased inflammation and angiogenesis of the 

primary’s tumors, while in the lung TAMs infiltration was associated with pulmonary 

dysfunction due to the increased number of metastatic nodules, airways leukocytes influx, and 

high inflammatory mediators’ levels. In the lung, the administration of thalidomide at dose 

150 mg/kg reduced the neoplastic proliferation and the numbers of metastatic nodules 

associated to an increase in inflammation with higher number of TAMs. In conclusion, TAMs 

appear to play a critical role in the metastatic progression of breast cancer, the 

immunomodulatory effect of thalidomide may be a therapeutic option for this disease. 

Keywords: macrophages, thalidomide, breast neoplasms, neoplasm metastasis, 

immunotherapy, versicans, inflammation 
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CAPÍTULO 1 

 

1. INTRODUÇÃO 

A palavra câncer pode ser entendida como um nome genérico, dado a um conjunto de doenças 

que compartilham alterações anormais no controle da proliferação, diferenciação e morte 

celular, que possui distribuição mundial e afeta diferentes tipos de populações, levando todos 

os anos à morte de milhares de pessoas em todo mundo (INCA, 20181). 

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), no ano de 2015, o câncer foi à 

primeira ou segunda causa de morte em indivíduos com idade inferior aos 70 anos em 91 

países de 172 avaliados; em outros 22 países, o câncer foi a terceira ou quarta causa de morte. 

No ano de 2015, 8,8 milhões de pessoas morreram por câncer em todo mundo. Para ano de 

2018, estimou-se 18,1 milhões de novos casos de câncer e 9,6 milhões de óbitos em todo 

mundo, excluindo os cânceres de pele do tipo não melanoma esse número cai para 17 milhões 

de novos casos e 9,5 milhões de óbitos (BRAY et al., 2018).  

Em termos de incidência mundial, excluindo os tumores de pele do tipo não melanoma, os 

quatro tipos mais comuns de câncer em 2018 foram o câncer de pulmão (2,0 milhões), mama 

(2,1 milhões), próstata (1,2 milhão) e colón (1,0 milhão). O câncer de pulmão apresentou a 

maior taxa de mortalidade (18,4% de todos os cânceres diagnosticados), seguido pelo câncer 

de cólon e reto (9,2%), estômago (8,2%) e fígado (8,2%). Entretanto, diferenças são 

observadas quando se avalia o gênero. Em homens, o câncer de pulmão foi responsável pelas 

maiores taxas de incidência e mortalidade, seguido pelo câncer de próstata e câncer de cólon e 

reto para incidência e câncer de fígado e estômago para mortalidade. Em mulheres, o câncer 

de maior incidência e mortalidade foi o câncer de mama, seguido pelo câncer de cólon e reto e 

câncer de pulmão. O câncer cervical em mulheres representou a quarta causa de mortalidade e 

incidência (BRAY et al., 2018). 

A taxa de mortalidade mundial por câncer difere um pouco da taxa de incidência, uma vez 

que as principais causas de morte estão associadas ao tumor2 de pulmão, estômago e fígado. 

Sendo assim, para qualquer tipo de câncer, a relação de incidência com a mortalidade é uma 

 
1 Disponível em: http://www2.inca.gov.br. Acesso em: 17 de julho de 2018.  
2 Tumor: qualquer lesão expansiva ou intumescimento localizado, podendo ser causado por outras lesões, tais 

como inflamações, hematomas, etc. Neste texto, o termo tumor será empregado como sinônimo de neoplasia, ou 

seja, qualquer lesão expansiva formada por aumento do número de células neoplásicas. 
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indicação de prognóstico (favorável ou desfavorável). Taxas semelhantes de incidência e 

mortalidade são indicadoras de uma condição essencialmente fatal (STEWART; KLEIHUES, 

2003).  

No Brasil, de acordo com dados do Instituto Nacional de Câncer (INCA), para o ano de 2018, 

estimou-se a ocorrência de cerca de 600 mil novos casos de câncer. Excetuando-se o câncer 

de pele não melanoma (aproximadamente 180 mil novos casos), os tipos de câncer com maior 

frequência foram os cânceres de próstata (68.220) em homens e mama (59.700) em mulheres. 

O perfil epidemiológico do Brasil assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde os 

cânceres de próstata em homens e mama em mulheres foram os mais frequentes. Além desses 

tipos mencionados, encontramos o câncer de cólon e reto (intestino – 36.360 novos casos), 

pulmão (31.270), estômago (21.290), colo do útero (16.370), cavidade oral (14.700), sistema 

nervoso central (11.320), leucemias (10.800) e esôfago (10.970) como os tipos de câncer com 

maior incidência no Brasil (INCA, 2018).  

Embora novas terapias e métodos diagnósticos mais eficazes tenham avançado nas últimas 

décadas, o câncer ainda consiste em um desafio para a saúde pública mundial, sobretudo 

devido à alta taxa de mortalidade e morbidade que alguns tipos de câncer ainda apresentam 

(STEWART; KLEIHUES, 2003). Nesse contexto, as pesquisas na área oncológica tornam-se 

essenciais para melhor compreender aspectos patofisiológicos desse conjunto de doenças, no 

intuito de prevenir novos casos, bem como o tratamento desses pacientes. Sendo assim, esse 

trabalho se situa no contexto dos estudos envolvendo o sistema imune e câncer. Para tal, 

foram utilizados tumores mamários espontâneos da mama de cadelas (CASSALI et al., 2011) 

e um modelo murino metastático de câncer de mama (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 

2001). Adicionalmente, foi realizada a avaliação do potencial imunoterapêutico da 

talidomida· (VON MOOS et al., 2003), sobretudo, com o foco principal no efeito desse 

fármaco na imunomodulação de macrófagos associados a tumores (TAMs) infiltrados na 

lesão primária e suas metástases pulmonares.  

O sistema imunológico é a principal arma de defesa contra diversos patógenos e as células 

cancerosas (COUSSENS; WERB, 2002). Diversos estudos têm demonstrado o papel dual do 

sistema imunológico no desenvolvimento das neoplasias (BALKWILL; MANTOVANI, 

2001; COUSSENS; WERB, 2002; ALLAVENA et al., 2008a; GRIVENNIKOV; GRETEN; 

KARIN, 2010; GRIVENNIKOV, 2013; PALUCKA; COUSSENS, 2016). Dentre as respostas 

imunes em vertebrados, podemos separá-las em respostas da imunidade inata ou natural e 
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respostas da imunidade adaptativa ou adquirida. A imunidade inata fornece resposta inicial 

rápida a uma infecção, em minutos a horas, e é relativamente inespecífica. Seu componente 

celular compreende células natural killer (NK), células linfoides inatas (ILCs) e fagócitos 

como monócitos, macrófagos e neutrófilos. Este último grupo de células pode envolver 

bactérias e partículas. O sistema complemento, junto com uma grande variedade de 

defensinas, quimiocinas e citocinas, compreende o componente humoral (não celular) do 

sistema imunológico inato. Ele fornece um mecanismo de defesa do hospedeiro por meio da 

ativação de uma complexa maquinaria de proteínas precursoras, que após ativação 

desencadeia uma cascata de amplificação de clivagem de proteínas, resultando na fixação do 

complemento. O sistema complemento ativado pode induzir inespecificamente a ruptura da 

parede celular de microrganismos invasores e, por meio da opsonização (processo em que 

ocorre a ligação de proteínas a uma partícula), facilitar a limpeza de materiais estranhos e 

restos celulares pelos os fagócitos (MULDER, 2019).  

As respostas imunes adaptativas são realizadas por linfócitos T e B que reconhecem 

especificamente um patógeno, proliferam e se tornam ativados contra esse patógeno. Essas 

células também constroem uma memória imunológica daquela infecção específica. A 

especificidade da resposta do sistema imune adaptativo é mediada pela recombinação dos 

genes da imunoglobulina no nível dos linfócitos. A memória imunológica resulta em uma 

resposta imune mais rápida e quantitativamente melhor (em comparação com a resposta 

imune inata) contra um antígeno encontrado anteriormente (MULDER, 2019). 

Grande parte dos estudos envolvendo o sistema imune como uma ferramenta terapêutica na 

oncologia, vem utilizando a imunidade adaptativa (VESELY et al., 2011; BAJGAIN et al., 

2018). Contudo, o sistema imune inato tem sido mostrado cada vez mais importante para o 

sucesso terapêutico, bem como a ineficácia de diversas terapias antitumorais (MANTOVANI; 

ALLAVENA, 2015; KUMAR et al., 2017; MULDER, 2019).  

Consequentemente, nos últimos anos as pesquisas vêm direcionando esforços para criação de 

novas terapias baseadas na imunomodulação das células que compõem a imunidade inata, tais 

como macrófagos (KUMAR et al., 2017; LUO et al., 2013; ZHU et al., 2014), células 

dendríticas (SABADO; BALAN; BHARDWAJ, 2017) e células Natural Killer (NK) (NAIR; 

DHODAPKAR, 2017; TERABE; BERZOFSKY, 2004, 2007) e células T γδ (MORANDI et 

al., 2020). 
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Dentre as modalidades terapêuticas em oncologia, tais como cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia e terapia-alvo, as imunoterapias têm sido consideradas um novo pilar no combate 

ao câncer.  Em geral, as imunoterapias são caracterizadas por usar componentes do próprio 

sistema de defesa no combate as células neoplásicas. Anticorpos monoclonais, transferências 

de células T (CAR T- cell therapies), vacinas e terapias não específicas (utilizando fármacos 

imunomoduladores, tais como a talidomida, lenalidomida, pomalidomida, etc) e adjuvantes, 

são as mais estudadas (KHALIL et al., 2016).  

Embora grande avanço tenha sido encontrado na última década no tratamento do câncer de 

pulmão, melanoma e câncer renal usando as imunoterapias, sobretudo aquelas baseadas em 

anticorpos monoclonais bloqueadores da via programmed cell death 1 (PD-1)/programmed 

cell death ligand 1 (PD-L1), poucos estudos foram realizados em câncer de mama de estadio 

avançado e os mesmos ainda parecem controversos (DUA; TAN, 2017; VONDERHEIDE; 

DOMCHEK; CLARK, 2017). Em parte, os tumores de mama triplo-negativos (negativos para 

receptores de estrógeno (RE), receptor de progesterona (RP) e receptor de crescimento 

epidermal humano tipo 2 (HER-2) e tumores de mama em estádio avançado, mostram-se 

pouco infiltrados por linfócitos quando comparado com câncer de pulmão, renal e melanoma 

(The Cancer Genome Atlas3) e as células neoplásicas de mama também tendem a expressar 

menores taxas das proteínas PD-1/PD-L1, o que tem sido sugerido como justificativa da 

modesta resposta terapêutica encontrada para esses tumores (VONDERHEIDE; DOMCHEK; 

CLARK, 2017). Ainda, recentemente, os TAMs foram mostrados associados à resistência 

terapêutica usando anticorpos monoclonais anit-PD-1/PD-L1 (ARLAUCKAS et al., 2017), o 

que poderia também ser um mecanismo adicional aos resultados pouco eficientes encontrados 

nos estudos com imunoterapia em câncer de mama, uma vez que esses tumores são altamente 

infiltrados por macrófagos (RUFFELL et al., 2012).   

Diante do exposto, os estudos envolvendo os mecanismos imunes da doença primária e 

metastáticas do câncer de mama são necessários para uma melhor compreensão dessa doença, 

no intuito de se obter resultados relevantes que possam ser usados em conjunto para conseguir 

melhores estratégias terapêuticas nesses pacientes (VONDERHEIDE; DOMCHEK; CLARK, 

2017). Nesse intuito, os modelos experimentais em oncologia mamária são largamente 

empregados na pesquisa de agentes terapêuticos antitumorais, bem como em estudos 

 
3 The Human Genoma Atlas: Disponível https://cancergenome.nih.gov/. Acesso 10 de março de 2018.  
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envolvendo os mecanismos patogênicos dessas neoplasias (PULASKI; OSTRAND-

ROSENBERG, 2001; DAMASCENO et al., 2014; SOUZA et al., 2014; LINDE et al., 2018).  

O carcinoma mamário murino 4T1 é um tumor pobremente imunogênico, que quando 

transplantado para camundongos BALB/c na região subcutânea da mama ou flanco, originará 

metástases para os mesmos sítios (linfonodo, pulmão, fígado, ossos e cérebro) encontrados no 

câncer de mama humano (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001). No Laboratório de 

Patologia Comparada (LPC), do Instituo de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG), o tumor 4T1 vem sendo utilizado há alguns anos em 

estudos envolvendo o potencial terapêutico da talidomida como monoterapia (REIS et al., 

2014; SOUZA et al., 2012) ou em associação com a carboplatina (SOUZA et al., 2014). Os 

resultados destes trabalhos também deram suporte à pesquisa envolvendo o uso da talidomida 

em neoplasias da glândula mamária de cadelas (CAMPOS et al., 2016; CAMPOS et al., 

2017).  

A talidomida é um derivado sintético do ácido glutâmico, que foi produzida pela empresa 

alemã Chemie Grünenthale e introduzida no mercado em 1954, para o tratamento de enjoos 

matinais em mulheres grávidas (VON MOOS et al., 2003). Todavia, posteriormente, foi 

demonstrado a associação do uso desse fármaco e o nascimento de diversas crianças com 

anomalias em órgãos internos (focomelia) e em membros (LENZ; KNAPP, 1962; MCBRIDE, 

1963). Após a descoberta do seu efeito teratogênico, a talidomida foi retirada do mercado. 

Anos mais tarde, além dos efeitos sedativo-hipnótico e teratogênico, a propriedade anti-

inflamatória (MOREIRA et al., 1993), anti-angiogênica (D’AMATO et al., 1994) e 

imunomoduladora (BARTLETT; DREDGE; DALGLEISH, 2004) seriam demonstradas, 

tornando a talidomida uma promessa para o tratamento de doenças inflamatórias e diversos 

tipos de câncer (VON MOOS et al., 2003). Com a descoberta do alvo molecular da 

talidomida relacionado à teratogenicidade, a proteína cereblon (ITO et al., 2010), diversas 

pesquisas na oncologia ganharam impulso com esse fármaco e seus derivados lenalidomida e 

pomalidomida (LOPEZ-GIRONA et al., 2012; MIN et al., 2016; ZHU et al., 2011).     

Resultados preliminares realizados por nossa equipe demonstraram uma possível ação da 

talidomida modulando macrófagos no sítio primário e metástases pulmonares do carcinoma 
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mamário murino 4T1 (REIS, 20134). No entanto, nesse estudo não foi bem caracterizado o 

potencial imunomodulador da talidomida nessas células. Dessa forma, este trabalho pretendeu 

caracterizar o papel de TAMs no desenvolvimento tumoral do câncer de mama, utilizando 

dois modelos de estudos: carcinoma mamário murino 4T1 e carcinomas espontâneos de 

cadela, e os efeitos imunomoduladores da talidomida em TAMs no tumor primário e 

metástases pulmonares do tumor 4T1.  

 
4 Avaliação da resposta inflamatória na progressão tumoral do carcinoma mamário murino 4T1 após o 

tratamento com diferentes doses de talidomida. Reis, D. C., 2013. Dissertação defendida ao programa de 

Patologia Investigativa da Faculdade de Medicina da UFMG.   
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1.1. HIPÓTESE 

A talidomida inibe o crescimento metastático do carcinoma mamário murino 4T1 associada a 

uma imunomodulação de TAMs para um perfil anti-tumoral no tumor primário e suas 

metástases pulmonares. 
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1.2. OBJETIVOS 

Capítulo 3 

Avaliar o papel de TAMs e versican no microambiente tumoral do tumor primário e 

metástases pulmonares do carcinoma mamário murino 4T1 e em carcinomas mamários 

espontâneos da cadela.  

Capítulo 4 

Avaliar o efeito imunomodulatório e antitumoral da talidomida em TAMs no tumor primário 

e metástases pulmonares do carcinoma mamário murino 4T1. 

 

 

 

 



29 
 

CAPÍTULO 2 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. CÂNCER  

 

História do câncer 

O câncer é um conjunto de doenças complexas, de caráter multifatorial e com 

distribuição mundial, que consiste na segunda causa de morte em todo mundo após as 

doenças cardíacas e acidente vascular encefálico (BRAY et al., 2018).  

O termo câncer é a tradução latina da palavra grega carcinoma (de karkinos = crustáceo, 

caranguejo), que foi empregado pela primeira vez por Galeno para descrever um tumor 

maligno de mama no qual as veias superficiais do órgão eram túrgidas e ramificadas, 

assemelhando as patas do caranguejo (LUIGI; BRASILEIRO FILHO, 2012).   

Dados históricos, no entanto, demonstram que o câncer é uma doença antiga. Fósseis de 

dinossauros descobertos em 2003 e datados entre aproximadamente 70 a 80 milhões de 

anos apresentaram a evidência mais antiga dessa doença. Em humanos, os dados 

remontam a presença de câncer encontrado em múmias no Egito antigo a 3.000 a.C. 

Entretanto, achados ainda mais remotos apontam a presença de um tumor maligno em 

um ancestral humano, o Australopithecus, encontrado por Louis Leakey em 1932. 

Todavia, foi somente encontradas as primeiras descrições de condutas terapêuticas 

oncológicas na Babilônia e antigo Egito nos anos de 1750 a.C e 1600 a.C, 

respectivamente. Posteriormente, diversas descrições de casos de câncer e diferentes 

terapias foram encontradas na China (1100 a 400 a.C), India (500 a.C) e Peru (400 a.C). 

Ademais, na China por volta de 250 a.C, foi descrito no The Nei Ching ou o Clássico de 

Medicina Interna do Imperador Amarelo o primeiro quadro clínico de câncer de mama, 

incluindo os processos de progressão, metástases e morte, além do prognóstico de 

aproximadamente dez anos após o diagnóstico (http://canceratlas.cancer.org). 

Entre 460 a 370 a.C, aproximadamente, o médico grego Hipócrates pai da medicina 

moderna postulou que as doenças era causadas por um desequilíbrio dos quatro 

humores ou fluidos corporais, sendo eles a bílis amarela, bílis negra, sangue e fleuma, e 

http://canceratlas.cancer.org/
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que o câncer era resultante do acúmulo exacerbado da bile negra em um órgão particular 

ou região do corpo. Essa teoria da origem do câncer foi aceita durante toda a idade 

Média por mais de 1.300 anos, devido à proibição religiosa da realização de autópsias, 

esse pensamento comprometeu grandemente os estudos sobre o câncer nesse período. 

Após a teoria dos humores postulada por Hipócrates, diversas outras teorias foram 

descritas até a descoberta dos oncogenes e os genes supressores de tumores, por volta 

dos anos de 1970; que ganharam impulso após o prêmio Nobel de 1962 de Watson e 

Crick, pela descrição da hélice helicoidal do ácido desoxirribonucleico (DNA - 

desoxyribonucleic acid). Após esse período, grande avanço foi conseguido no 

entendimento de como os genes funcionam e como eles podem ser lesados, isso tudo 

resultou na identificação de diversas substâncias químicas, radiações e vírus capazes de 

lesar o DNA. A esse conjunto de substâncias deu-se o nome de carcinógenos5 e o 

processo de lesão do DNA, de mutação (SUDHAKAR, 2009). 

Etiologia 

As células neoplásicas originam-se de células precursoras normais que sofreram 

alterações no DNA (fatores genéticos) ou em mecanismos que controlam a expressão 

gênica (fatores epigenéticos) em um ou mais genes envolvidos no controle da 

proliferação, diferenciação e morte celular (LUIGI; BRASILEIRO FILHO, 2012).    

A extrema variação na incidência de câncer entre os tecidos reflete um paradigma 

importante na carcinogênese humana (BRAY et al., 2018). Sabendo-se hoje que 

somente 5 a 10% de todos os cânceres são causados por fatores hereditários, os fatores 

ambientais representam parcela significativa dessa doença. Entretanto, os fatores 

ambientais, tais como a exposição a um dado carcinógeno, por exemplo a exposição ao 

tabaco aumentando o risco de câncer de pulmão, a exposição à radiação ultravioleta e o 

risco elevado de câncer de pele e câncer de útero, ovário e cabeça e pescoço após às 

infecções por HPV, aplicam-se somente as essas populações expostas a estes 

carcinogênicos. Ademais, os fatores ambientais por si só não explicam como um menor 

risco de câncer pode ser encontrado em tecidos que são expostos a alto número de 

substâncias mutagênicas, como por exemplo o intestino, e outros tecidos com menor 

 
5 Carcinógeno: qualquer substância de origem física, química ou biológica capaz de induzir a formação 

do câncer.    
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exposição a essas substâncias, como o cérebro, o risco de câncer seja mais elevado 

(TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2015).  

Nesse sentido, se a hereditariedade e os fatores ambientais não explicam totalmente as 

diferenças entre o risco de câncer em determinados órgãos. A busca por uma terceira 

causa levou à aceitação de um modelo estocástico, onde o risco de câncer pode ser 

entendido e determinado através do número de divisão de células tronco em um dado 

tecido. Em síntese, no modelo estocástico o câncer é visto como resultante de várias 

alterações genômicas simplesmente ocorridas durante o processo de replicação do DNA 

(TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2015). 

Diante do exposto, a carcinogênese pode ser entendida como um processo complexo, 

multifásico e dependente de fenómenos genéticos e epigenéticos que resultam no 

surgimento de clones de células anômalas que adquirem a capacidade de se multiplicar 

autonomamente, invadir os tecidos vizinhos e gerar metástases. Contudo, o 

desenvolvimento do câncer não depende somente das alterações genéticas encontradas 

nas células neoplásicas, mas também através da interação entre as células neoplásicas e 

o estroma tumoral (ARTACHO-CORDÓN et al., 2012; MAO et al., 2013; NATRAJAN 

et al., 2016). 

2.2. CÂNCER DE MAMA 

 

Epidemiologia  

O câncer de mama é o tipo de câncer mais comumente diagnosticado em mulheres e a 

principal causa de morte por câncer em todo o mundo nessa população. Estima-se que, 

em 2012, 1,68 milhões de novos casos de carcinoma invasivo foram diagnosticados em 

todo mundo, correspondendo a 25% do total de todos os casos de câncer diagnosticados 

em mulheres e 15% de todas as mortes por câncer nessa população. Antes dos 75 anos 

de idade, estima-se que 1 em cada 22 mulheres serão diagnosticadas com câncer de 

mama e 1 em cada 73 mulheres irão morrer por essa doença. Em homens, o câncer de 

mama é raro compreendendo apenas 1% do total de todos os casos de câncer de mama 

diagnosticados (IARC, 2016).  

No ano de 2012, a estimativa global revelou que o câncer de mama foi três vezes 

maior que os outros tipos de câncer mais comumente encontrados em mulheres, tais 
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como o câncer de cólon e reto, câncer de pulmão e câncer cervical. A taxa de 

mortalidade do câncer de mama em mulheres mostrou-se próxima da encontrada para o 

câncer de pulmão e maior quando comparada aos outros tipos de câncer mais frequentes 

na mulher (cólon e reto e câncer cervical). Similar ao encontrado em outros tipos de 

câncer, a taxa de incidência e mortalidade para o câncer de mama aumenta com a idade. 

Mulheres com idade próximas aos 50 anos correspondem ao maior número de casos 

diagnosticados e de mortes por câncer de mama mundialmente (IARC, 2016).  

No Brasil, para o ano de 2018 estimou-se 59.700 novos casos de câncer de mama. 

Dados do Sistema de Informações de Mortalidade (SIM) indicaram que no ano de 2013, 

houve 14.388 mortes por câncer de mama, sendo dessas 14.206 mulheres e 181 homens. 

Apesar de considerado um câncer de bom prognóstico quando diagnosticado e tratado 

precocemente, as taxas de óbito por câncer de mama no Brasil ainda continuam 

elevadas. No ano de 2013, a cada 100 mil mulheres 14 foram a óbito devido ao câncer 

de mama (INCA, 2018). 

A sobrevida em cinco anos dessa doença aumentou globalmente nas mulheres 

diagnosticadas entre 2005 a 2009, excedendo 80% na Europa (excluindo o leste 

Europeu), Austrália, Nova Zelândia e alguns países da América do Sul e Ásia e 

aproximou-se a 90% nos Estados Unidos (IARC, 2016). No Brasil, as taxas saltaram de 

78% nos anos de 1995 a 1999 para 87% nos anos de 2005 a 2009 (INCA, 2018). Todos 

esses resultados devem-se às políticas de prevenção, rastreamento precoce e melhora 

nas condutas terapêuticas para com essas pacientes. 

Etiologia  

O câncer de mama é considerado uma doença multifatorial que envolve fatores 

biológico-endócrinos, vida reprodutiva, comportamento e estilo de vida. Os fatores de 

riscos para o desenvolvimento do câncer de mama estão associados ao envelhecimento, 

fatores econômicos e fatores relacionados à vida reprodutiva da mulher, sendo o maior 

número de filhos e maior período de amamentação um fator protetor. O histórico 

familiar de câncer de mama, ou seja, a presença de mulheres com mãe e irmãs 

acometidas têm taxas de risco aumentadas para essa doença, bem como se apresentaram 

algum caso de familiar com câncer de mama com idade inferior a 35 anos. A alta 

densidade do tecido mamário (razão entre tecido glandular e adiposo na mama), bem 

como os fatores relacionados aos hábitos de vida, como sedentarismo e alcoolismo, são 
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fatores de risco para o desenvolvimento de câncer de mama. A maior exposição a 

radiações ionizantes é considerada também agente potencial para o desenvolvimento 

dessa doença (INCA, 2018).  

Dentre os fatores de riscos acima descritos, a idade demonstra ser um dos fatores mais 

importantes, sendo corroborada pelo crescimento rápido da taxa de incidência em 

mulheres com idade até os 50 anos. Após esse período, as taxas de incidência aumentam 

de forma mais lenta, o que reforça uma participação dos hormônios femininos na 

patogênese do câncer de mama. O histórico familiar representado pelos casos de câncer 

de mama na família e alterações no gene BRCA1 e BRCA2 aumentam 

significativamente o risco de câncer de mama. Em mulheres jovens, geralmente 

apresentando mutações para os genes BRCA1 e BRCA2 e superexpressão do receptor 

tipo 2 do fator de crescimento epidérmico (HER2), os tumores de mama são mais 

agressivos e apresentam características clínicas e epidemiológicas diferentes das 

observadas em mulheres mais velhas (INCA, 2018).  

A prevenção primária para o câncer de mama tem como medidas a mudança de hábitos 

de vida sedentários para hábitos saudáveis, como a prática de exercício físico, 

diminuição da gordura corporal, manutenção do peso ideal e alimentação saudável. 

Acredita-se que essas mudanças possam ser responsáveis pela a diminuição de até 30% 

dos casos de câncer de mama. Adicionalmente, a mamografia bienal é indicada para 

todas as mulheres com idade entre 50 a 69 anos, como uma estratégia de rastreamento 

recomendada pelo Ministério da Saúde no Brasil (INCA, 2018). 

Classificação 

As lesões encontradas na glândula mamária da mulher são comumente classificadas em 

lesões benignas e lesões malignas de acordo com os critérios histopatológicos 

apresentados em cada lesão (LAKHANI et al., 2012). As lesões benignas 

frequentemente não apresentam repercussão clínica para a paciente e na sua maioria não 

estão associadas a uma progressão para o câncer de mama, excetuando-se apenas as 

lesões epiteliais hiperplásicas e lesões epiteliais hiperplásicas com atipias, que 

aumentam o risco de câncer de mama numa magnitude de 1,5-2,0 e 2,5-4,0 vezes, 

respectivamente (IARC,  2016).   



34 
 

Os tumores de mama mais frequentes são os carcinomas invasivos, seguidos pelo 

carcinoma ductal in situ e com menor frequência o carcinoma lobular invasivo. Os 

carcinomas invasivos podem apresentar subtipos especiais, tais como carcinoma cístico 

adenoide, carcinoma metaplásico, carcinoma medular, carcinoma mucinoso, carcinoma 

papilífero, carcinoma tubular, carcinoma micropapilar e carcinoma misto. Os subtipos 

especiais podem apresentar bom prognóstico, igual ou pior quando comparado aos 

carcinomas invasivos (IARC, 2016). 

O estadiamento clínico dos carcinomas invasivos é realizado através do método TNM, 

onde T (T1-4) refere-se ao tamanho do tumor, N (N1-3) linfonodos regionais 

acometidos por metástases e M (M0-1) à presença de metástases à distância. Tumores 

com estadiamento elevados (IV) são caracterizados pela presença de metástases à 

distância e uma condição essencialmente fatal (IARC, 2016).  

A graduação histológica, proposta por Elston e Ellis (1991), é um forte método 

prognóstico6 para a graduação dos carcinomas invasivos, que leva em consideração o 

grau de diferenciação glandular (tubular) das células neoplásicas, o pleomorfismo 

nuclear e a frequência do número de mitoses. Tumores de alto grau apresentam-se 

geralmente pouco diferenciados, com elevado número de mitoses e associados a um 

pior prognóstico quando comparados a tumores de baixo grau, que por sua vez, 

preservam mais as características tubulares e possuem geralmente menor pleomorfismo 

nuclear e figuras de mitose (IARC, 2016). 

Diversas alterações moleculares caracterizam os carcinomas invasores. As 

características imunofenotípicas de diversos marcadores estão relacionadas à sobrevida 

e assinaturas moleculares específicas, que sugerem a possibilidade de terapias alvos 

(IARC, 2016). Os marcadores empregados para a classificação molecular e as 

respectivas classificações estão apresentados na tabela a seguir. 

 
6 Fator prognóstico: são parâmetros mensurados durante o diagnóstico capazes de predizer a sobrevida da 

paciente, tais como o tamanho do tumor, condição dos linfonodos axilares, história familiar, grau 

histológico, receptores hormonais e c-erbB-2 (HER2). 



35 
 

 

Tabela 1: Perfil imunofenotípico usados para a classificação molecular de tumores de 

mama 

Subtipo molecular 
Classificação com o índice de Ki-67 a 14% 

Padrão de imunomarcação 

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14% 

Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 ≥14% 

  RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2) 

Superexpressão de HER2 RE-, RP- e HER2+ 

Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ 

Triplo-negativo não basaloide RE-, RP, HER2-, CK5- e EGFR- 
HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR: receptor tipo 1 do 

fator de crescimento epidérmico; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; 

CK5: citoqueratina 5.  
 

O estrogênio é um hormônio mitogênico expresso em 80% dos tumores invasivos da 

mama. Sua expressão está associada à resposta à terapia adjuvante hormonal com 

tamoxifeno, assim os tumores RE+ estão associados a um melhor prognóstico quando 

comparados a tumores RE-. O receptor de progesterona serve como um fator preditivo7 

à hormonioterapia (IARC, 2016). 

O ERBB2/HER2 é um oncogene amplificado em aproximadamente 20% dos 

carcinomas invasivos e como resultado, a proteína transmembrana com atividade cinase 

HER2 mostra-se superexpressa nesses tumores. A superexpressão de HER2 é um fator 

preditivo independente de sobrevida e também é utilizada como alvo terapêutico através 

do anticorpo monoclonal trastuzumab (IARC, 2016).  

Os marcadores de proliferação celular, tais como o Ki-67, têm sido extensivamente 

empregados por seu valor prognóstico, embora a padronização nas metodologias 

empregadas ainda seja um fator limitante ao seu uso (IARC, 2016).  

 
7 Fator preditivo: são parâmetros mensuráveis que irão predizer a resposta terapêutica a determinado 

tratamento.   
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Tratamento 

Os avanços alcançados no diagnóstico e conduta terapêutica para o câncer de mama tem 

resultado largamente na redução da taxa de mortalidade e a cura das pacientes. Como o 

câncer de mama é uma doença diversa, com distintos tipos histológicos, assinaturas 

moleculares e genéticas, tem a indicação terapêutica é variada (YEO; TURNER; 

JONES, 2014). 

Para tumores em estágios iniciais e localizados, a nodulectomia seguida de terapia 

adjuvante8 com a radioterapia são indicados (FISHER et al., 2002). Em lesões extensas 

envolvendo dois ou mais quadrantes da mama, a mastectomia seguida de terapia 

adjuvante com tamoxifeno é recomendada a todos as pacientes (Early Breast Cancer 

Trialists' Collaborative Group, 2011). A pesquisa do linfonodo sentinela em detrimento 

do esvaziamento axilar deve ser considerada para avaliar o envolvimento da lesão e a 

diminuição de morbidade observada nos quadros de linfadenite (KIM; GIULIANO; 

LYMAN, 2006). A quimioterapia e radioterapia são indicadas para estágios inicias de 

câncer de mama, sendo a terapia alvo com o anticorpo monoclonal transtuzumab 

indicada para os tumores com superexpressão de HER2 (YEO; TURNER; JONES, 

2014).  

Para os tumores localmente avançados, aqueles classificados em estágios IIIa a IIIc, 

ressecáveis cirurgicamente ou não, diversos protocolos podem ser empregados. A 

mastectomia radical modificada seguida de radioterapia e quimioterapia pode ser 

empregada aos tumores ressecáveis, enquanto que para os tumores não ressecáveis a 

terapia neoadjuvante9 é recomendada até que o tumor diminuía e possa ser submetido à 

remoção cirúrgica seguida de terapia adjuvante (YEO; TURNER; JONES, 2014).   

Os tumores classificados no estágio IV não tem cura e o tratamento tem como foco o 

aumento da sobrevida e da qualidade de vida da paciente. A primeira linha de 

tratamento indicado consiste de hormonioterapia para casos positivos para RE e RP e 

com metástases em ossos e tecidos moles ou metástases assintomáticas. Para tumores 

 
8 Terapia adjuvante: é a terapia empregada após um tratamento considerado definitivo, tal como a 

cirurgia. A depender do estadiamento do tumor, a terapia adjuvante pode consistir de quimioterapia, 

hormonioterapia, radioterapia, imunoterapia e terapia-alvo.   
9 Terapia neoadjuvante: é a terapia empregada anteriormente a um tratamento definitivo. Os tipos de 

terapia neoadjuvante são a quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e terapia alvo. 
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refratários, negativos para os receptores hormonais e com metástases sintomáticas em 

vísceras, a quimioterapia sistémica é a mais indicada (YEO; TURNER; JONES, 2014). 

Para o tratamento do câncer de mama, todos os riscos e benefícios devem ser 

considerados para a escolha do melhor protocolo terapêutico empregado, para cada 

paciente. Devido à dificuldade do manejo de pacientes com o câncer de mama em 

estadiamento avançado e os tumores triplo-negativos, novas pesquisas têm direcionados 

esforços na tentativa de obtenção de repostas mais efetivas nesses grupos. Nesse 

contexto, as imunoterapias vêm surgindo ainda modestamente. Os resultados 

preliminares com as terapias para bloqueio das vias programmed cell death protein 1 

(PD-1) / programmed death-ligand 1 (PD-L)1 ou cytotoxic T-lymphocyte-associated 

protein 4 (CTLA-4) foram pouco pronunciados ou insatisfatórios. Vacinas contra 

diferentes epítopos têm sido criadas e embora tenham se mostrado eficaz para gerar 

resposta imunológica, o benefício terapêutico tem se mostrado menos eficiente 

(VONDERHEIDE; DOMCHEK; CLARK, 2017). Recentemente, novos trials têm sido 

realizados combinando diferentes terapias, usando bloqueadores das vias PD-1/PD-1L 

combinado com vacinas, quimioterapias ou mesmo como monoterapias 

(https://clinicaltrials.gov/). 

2.3. INFLAMAÇÃO E CÂNCER 

 

Aspectos Históricos e Epidemiológicos 

A primeira descrição relacionando inflamação e câncer foi realizada por Rudolf 

Virchow em 1863. Virchow hipotetizou que a origem do câncer se dava em sítios de 

inflamação crônica, sendo a lesão tecidual juntamente aos mediadores produzidos 

responsáveis pela proliferação celular das células neoplásicas. Décadas se passaram até 

que a hipótese de Virchow fosse confirmada e a inflamação aceita como um processo 

carcinogênico em diversos tipos de câncer (COUSSENS; WERB, 2002).  

O espectro de tumores ligados a infecções revela grande diversidade. As primeiras 

estatísticas realizadas por Parkin et al. (1984) demonstraram que 15% de todos os 

cânceres humanos eram relacionados às infecções virais. Contudo, com a descoberta da 

relação entre a bactéria Helicobacter pylori e o câncer gástrico esse percentual foi 

aumentado (PARKIN et al., 2005). Posteriormente, mostrou-se que as estatísticas de 

Parkin e colaboradores haviam subestimado os tumores de orofaringe associados às 
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infecções pelo papilomavírus humano (HPV). Assim, estudos posteriores mostraram 

que 25% desses tumores estavam associados ao HPV (JEMAL et al., 2011). As 

estimativas também não incluíram 10% de tumores gástricos causados pelo vírus 

Epstein-Barr (EBV). Consequentemente, dados atuais incluindo todos os cânceres de 

genitálias relacionados ao HPV, leucemia de linfócitos-T em adultos, sarcoma de 

Kaposi e os cânceres causado por infecções parasitárias, mostram que as infecções são 

responsáveis por um pouco mais de 20% de todas as causas de câncer em todo mundo 

(PARKIN; STJERNSWARD; MUIR, 1984; HAUSEN, 2006a; JEMAL et al., 2011; 

BRAY et al., 2018). 

A diferença entre a taxa de incidência de câncer relacionado às infecções em homens e 

mulheres é notável. Em mulheres o alto risco de infecção por HPV é a principal causa 

de câncer cervical enquanto que em homens as infecções por esse vírus apresentam um 

papel pequeno. Em contrapartida, a infecção por H. pilory em homens representa a 

principal causa de câncer gástrico. Ademais, fatores socioeconômicos refletem grandes 

diferenças na distribuição geográfica de cânceres relacionados às infecções, sobretudo 

quando comparados com países desenvolvidos e em desenvolvimento (PARKIN; 

STJERNSWARD; MUIR, 1984; HAUSEN, 2006a; JEMAL et al., 2011; BRAY et al., 

2018). 

Relação entre inflamação e câncer 

A lesão tecidual por agentes químicos, físicos e infeciosos resulta em eventos múltiplos 

que constituem a resposta inflamatória. A inflamação é um mecanismo importante que 

age no sentido de eliminar o agente lesivo, reparar os danos causados e reestabelecer a 

homeostase do tecido ou órgão. O processo inflamatório envolve mecanismos diversos 

de ambas as imunidades inata e adaptativa, que são caracterizadas por células e 

mediadores específicos que coordenadamente extravasam do sangue para os locais de 

lesão. Todavia, em processos crônicos, quando o agente lesivo não é eliminado ou o 

estímulo à lesão persiste, a inflamação pode levar a alterações em genes relacionados ao 

câncer e modificações em proteínas envolvidas no ciclo celular, reparo do DNA e 

apoptose (COUSSENS; WERB, 2002; EIRO; VIZOSO, 2012; PALUCKA; 

COUSSENS, 2016). 

O surgimento de determinada lesão neoplásica em reposta a um agente infecioso é um 

processo complexo, que pode estar relacionado a mecanismos diretos e indiretos. 
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Alguns agentes infecciosos, tais como os vírus, são capazes de integrar seu material 

genético nas células do hospedeiro e causar modificações em genes importantes no 

controle de proliferação celular. Assim, as células transformadas adquirem a capacidade 

de imortalização e se multiplicam indefinidamente. Proteínas virais produzidas podem 

também se associar a proteínas do hospedeiro, tal como a proteína viral E6 do HPV que 

se liga à proteína supressora tumoral p53, resultando na degradação desse complexo no 

proteossomo (HAUSEN, 2006b). A p53 é uma importante proteína no reparo do DNA, 

as células lesadas no material genético que não foram reparadas são induzidas à 

apoptose através da proteína p21. Embora o material genético viral possa ser encontrado 

em células humanas em sítios de lesão neoplásica, a relação de casualidade entre 

infecção e câncer ainda é um processo obscuro para diversos vírus (KOCH, 2006). Em 

agentes infeciosos, tais como bactérias e parasitas, o processo de carcinogênese parece 

estar associado às células inflamatórias e mediadores produzidos. A lesão persistente 

levará a alterações em genes e mecanismos importantes de controle da proliferação 

celular, reparo do DNA e apoptose (HAUSEN, 2006c).  

Doenças crônicas de caráter não infecioso também estão relacionadas ao surgimento de 

câncer. Nesse contexto, os exemplos mais bem conhecidos são a doença de Chron e 

colite ulcerativa associada ao câncer de cólon e reto, cirrose alcoólica levando ao 

carcinoma hepatocelular e a prostatite e câncer de próstata (BRAY et al., 2018). Em 

todos esses processos crônicos, as agressões sucessivas ao DNA e a exposição a 

diversos mediadores inflamatórios desencadeiam no surgimento das células 

transformadas (COUSSENS; WERB, 2002). 

Microambiente tumoral 

O microambiente tumoral é constituído por células neoplásicas e células estromais, que 

incluem fibroblastos, células endoteliais, pericitos e vários tipos de leucócitos 

(COUSSENS; WERB, 2002; BALKWILL; CAPASSO; HAGEMANN, 2012; QUAIL; 

JOYCE, 2013). No câncer de mama, os leucócitos representam mais de 50% de todas as 

células estromais (RUFFELL et al., 2012). Em estágios precoces da tumorigênese, as 

células neoplásicas e estromais respondem à hipóxia e necrose, resultantes da 

proliferação exacerbada das células neoplásicas, produzindo quimiocinas e fatores de 

crescimento que serão responsáveis pela migração de monócitos e macrófagos. Tais 

fatores incluem o fator estimulador de colônia 1 (CSF1) e fator de transformação do 
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crescimento beta (TGF-β1). A interação entre monócitos/macrófagos e as células 

tumorais levam à liberação de diversos fatores quimiotáticos e citocinas que serão 

responsáveis pelo recrutamento dos demais leucócitos para o microambiente tumoral 

(LI; FAN; HOUGHTON, 2007; EIRO; VIZOSO, 2012).  

A princípio acreditava-se que os leucócitos recrutados seriam responsáveis pela 

imunidade antitumoral, numa tentativa de o próprio organismo eliminar as células 

neoplásicas (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). De fato, vários estudos foram 

conduzidos evidenciando o papel da imunidade inata e adaptativa como potentes 

efetores da imunidade antitumoral (BROWN et al., 2014; NAIR; SCHALPER et al., 

2015; DHODAPKAR, 2017). Contudo, outras evidências levaram ao reconhecimento 

de que a infiltração de leucócitos resultava também na progressão neoplásica através de 

mediadores produzidos no microambiente tumoral, tais como citocinas, quimiocinas, 

fatores de crescimento e proteases (MORRIS; KONG, 2004; QIAN et al., 2011; 

SHIELS et al., 2013; TANG, 2013; WEI; YEUNG et al., 2013; ZHU et al., 2014; 

ZAYNAGETDINOV et al., 2015).  

Evidências ao longo dos anos foram acumuladas e hoje se sabe que a alta infiltração de 

leucócitos está associada a um pior prognóstico no câncer de pulmão (MEI et al., 2016; 

ZHANG et al., 2011) e câncer de mama (RUFFELL et al., 2012; ZHAO et al., 2017), 

enquanto em câncer de cólon e reto (MOJARAD; ESAFAHANI; ZALI, 2018), câncer 

de ovário (DARB-ESFAHANI et al., 2018) e câncer gástrico (LEE et al., 2018) à 

infiltração de leucócitos pode estar associado a um bom prognóstico. Conjuntamente 

esses dados sugerem que em determinadas situações os leucócitos podem apresentar um 

papel efetor na imunidade antitumoral, enquanto em outras situações a infiltração dessas 

células estará relacionada ao favorecimento de mecanismos relacionados à progressão 

tumoral. 

Diante do exposto, os estudos subsequentes vêm direcionado esforços para a 

caracterização dos perfis de leucócitos presentes nas diferentes neoplasias, bem como 

compreender o papel dessas células e seus mediadores na progressão neoplásica 

(PEREZ-GRACIA et al., 2017; SCHALPER et al., 2017). Ainda no âmbito terapêutico, 

avanços têm sido alcançados utilizando componentes do sistema imune como 

mecanismos efetores das repostas antitumorais (KHALIL et al., 2016).       
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A seguir será feita uma descrição dos macrófagos e seu papel na patogênese do câncer 

de mama, foco principal desse estudo. 

Macrófagos associados a tumores 

Os macrófagos são células da imunidade inata responsáveis pela defesa e manutenção 

da homeostase tecidual. Os macrófagos inflamatórios ou residentes são derivados de 

monócitos produzidos na medula óssea. Essas células precursoras migram para 

diferentes tecidos e se diferenciam em macrófagos que adquirem diferentes status de 

ativação em respostas às condições encontradas em cada microambiente (SUGIMOTO 

et al., 2006; EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). Cada perfil de ativação do 

macrófago é representado por um conjunto de citocinas, enzimas e marcadores 

moleculares de superfície (BISWAS; ALLAVENA; MANTOVANI, 2013; TANG, 

2013; SPILLER et al., 2016). Em geral, os macrófagos são classificados em dois perfis: 

o macrófago classicamente ativado ou macrófago M1 e o macrófago alternativamente 

ativado ou M2. Macrófagos classicamente ativados são produzidos através da citocina 

do tipo Th1interferon-γ (IFN- γ), produtos da parede de bactérias como o 

lipopolissacarídeo (LPS) e agonistas de receptor do tipo Toll (TLR). Macrófagos M1 

são caracterizados pela produção de citocinas inflamatórias, como o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), interleucina (IL) 6, 12 e 23, óxido nítrico (NO) e a expressão 

elevada de moléculas de superfície do complexo de histocompatibilidade de classe 1 e 

2. Consequentemente, os macrófagos M1 são responsáveis por respostas pró-

inflamatórias e antitumorais. Por sua vez, os macrófagos alternativamente ativados 

apresentam propriedades anti-inflamatórias e pró-tumorais e podem ser subdivididos em 

M2a, M2b, M2c e M2d (CHANMEE et al., 2014). As citocinas do tipo Th2 IL-4 e IL-

13 são responsáveis pela ativação do macrófago M2a, enquanto os macrófagos M2b são 

ativados na presença de imunocomplexos e agonistas de TLRs, na presença de IL-10 os 

macrófagos polarizam para o perfil M2c, macrófagos M2d são vistos por apresentarem 

o mesmo perfil de ativação de TAMs (SICA; MANTOVANI, 2012; BISWAS; 

ALLAVENA; MANTOVANI, 2013; ITALIANI; BORASCHI, 2014; MANTOVANI et 

al., 2004; MURRAY et al., 2014; SPILLER et al., 2016). 

O recrutamento de monócitos e macrófagos para os tumores é regulado por diversas 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento produzidos pelas células tumorais e 

pelas células estromais no microambiente tumoral (CHANMEE et al., 2014). Dentre os 
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fatores produzidos, destaca-se a quimiocina CCL2 em câncer de mama. A expressão 

desse quimiotático tem sido associada a um pior prognóstico, maior infiltração de 

TAMs, aumento da angiogênese e metástases (CONTI; ROLLINS, 2004; SORIA; 

BEN-BARUCH, 2008; QIAN et al., 2011). De fato, CCL2 atua como potente 

quimiotático para monócitos, macrófagos e linfócitos ao se ligar ao receptor CCR2. 

CCL2 também induz a diferenciação de linfócitos Th0 através de uma resposta do tipo 

Th2 com a produção de IL-4, que por sua vez favorece a polarização de TAMs M2. O 

recrutamento e a polarização desses macrófagos para o microambiente tumoral 

favorecerá também a angiogênese através da produção do fator de crescimento de 

endotélio vascular (VEGF). Macrófagos recrutados para os sítios tumorais respondem à 

hipóxia tecidual com a polarização de macrófagos imunossupressores M2. A produção 

de citocinas de caráter anti-inflamatório levará também a uma diminuição da resposta 

antitumoral por outros leucócitos (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003; CONTI; 

ROLLINS, 2004; YANO et al., 2006; LI et al., 2013; TANG, 2013; CHANMEE et al., 

2014). 

Angiogênese tumoral, versican e metástases  

A angiogênese é o processo de formação de novos vasos sanguíneos que possui um 

papel essencial no crescimento e metastatização do câncer de mama (SCHNEIDER; 

MILLER, 2005). Estudos em modelos animais revelam que o processo de neoformação 

vascular precede a transformação maligna de células hiperplásicas para neoplásicas e a 

inibição da angiogênese resulta em uma diminuição do crescimento tumoral e 

metástases. No carcinoma invasivo de mama, a expressão de diversos fatores pró-

angiogênicos é comumente observada e a alta densidade vascular está associada a 

tumores de estágios mais avançados e com maior taxa de metástases (SCHNEIDER; 

MILLER, 2005). Diversos processos estão associados à formação dos novos vasos 

sanguíneos no microambiente tumoral (FERRARA; K; ALITALO, 1999; FERREIRA 

et al., 2004; FU et al., 2011; LIN et al., 2013; ASANO et al., 2017), dentre eles a 

hipóxia tecidual e o recrutamento e a presença de TAMs nessas áreas tem se mostrado 

fortemente associados. A hipóxia tecidual leva a polarização de macrófagos para um 

perfil pró-tumorigênico através do fator de indução de hipóxia 1α (HIF-1α), essas 

células ativadas por HIF-1α aumentam a expressão de genes de CXCR4 e diminui a 

expressão de CCR2 e CCR5. Como resultado, há um aumento da afinidade do receptor 

CXCR4 pela quimiocina CXCL12, macrófagos e monócitos que expressam esse 
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receptor migram para os sítios de hipóxia, enquanto a migração em resposta a 

quimiocina CCL2 é diminuída pela diminuição da expressão de seus receptores (CCR2 

e CCR5). HIF-1α aumenta também a expressão dos genes de VEGF-A e de enzimas da 

família das metaloproteinases (MMPs). Como resultado, esses macrófagos produzem 

diferentes MMPs que degradam proteínas da membrana basal das células endoteliais. 

Na presença de VEGF e outros fatores de crescimento haverá a formação dos primeiros 

brotamentos de novos vasos sanguíneos, dando início assim ao processo de angiogênese 

tumoral ( CHANMEE et al., 2014; ASANO et al., 2017). 

A produção e ação de diferentes MMPs por TAMs não restringirá apenas a formação de 

novos vasos sanguíneos (FU et al., 2011), diversos trabalhos demonstram que a quebra 

de componentes da matriz extracelular (MEC) por essas enzimas acarretará em um 

processo de modulação do sistema imune e remodelação tecidual que favorecerá a 

migração e invasão de células neoplásicas (SZABO; SINGH, 2005; LU; WEAVER; 

WERB, 2012; BOCKSTAL et al., 2014; NABA et al., 2014). Os leucócitos interagem 

com a matriz extracelular através de ligantes específicos expressos em diferentes 

componentes da matriz, que fornecem a ancoragem necessária para que essas células 

migrem em respostas aos diferentes fatores quimiotáticos produzidos no microambiente 

tumoral. A interação através do receptor CD44 em macrófagos ao ácido hialurônico 

e/ou versican, dois componentes da MEC, resulta na ativação dessas células e 

consequente produção de citocinas, quimiocinas, proteases e fatores de crescimento 

(WIGHT; KANG; MERRILEES, 2014a). O versican é um proteoglicano de matriz 

extracelular que é expresso em altas quantidades durante o período embrionário e sua 

produção é reduzida durante o período adulto, todavia, sua expressão é aumentada em 

processos inflamatórios e nas neoplasias. No câncer de mama, a expressão estromal 

elevada de versican tem sido associada à progressão disseminação metastática das 

células neoplásicas. Ainda, a indução da expressão desse proteoglicano nas células 

neoplásicas indica um caráter invasor no carcinoma de mama (FAN; HOUGHTON, 

2007; KISCHEL et al., 2010; LI; MAO et al., 2013; GOSWAMI et al., 2016; ASANO 

et al., 2017;).  

A formação de metástases é um processo complexo e envolve a supressão de diversos 

genes nas células neoplásicas e a expressão de tantos outros que permitirão o 

destacamento dessas células da massa primária e invasão nos tecidos adjacentes. Uma 

vez que penetram nos vasos sanguíneos e linfáticos, as células neoplásicas precisam 
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vencer os mecanismos efetores de defesa imune e as forças de cisalhamento 

proporcionadas pela circulação sanguínea até que consigam transmigrar dos vasos e 

colonizar outros órgãos e tecidos. A predileção das células tumorais por determinados 

órgãos-alvos para metástases tem sido o paradigma de diversos estudos. O consenso 

obtido corrobora com a teoria do solo fértil, aonde as células neoplásicas irão somente 

estabelecer em um órgão secundário caso haja todas as condições necessárias à 

colonização (GUPTA; MASSAGUÉ, 2006). Nesse contexto, o recrutamento de 

monócitos inflamatórios e TAMs para os sítios metastáticos são mostrados como etapa 

importante na formação de metástases no câncer de mama. Os estudos revelam que 

essas células migram em estágios precoces de progressão tumoral para tecidos 

específicos e que a formação das metástases é facilitada pela presença dessas células 

nos órgãos alvo de metástases (LU; KANG, 2009; QIAN et al., 2011). 

As evidências acima descritas apontam os macrófagos como leucócitos que possuem 

um papel central no microambiente tumoral. A relação dessas células em diversos 

mecanismos de progressão tumoral faz delas um potencial alvo terapêutico em 

oncologia. Assim, buscando estratégias eficazes direcionadas a eliminar essas células no 

microambiente tumoral ou mesmo reprogramá-las a um perfil antitumoral, estudos 

experimentais têm sido conduzidos utilizando fármacos, anticorpos monoclonais e 

silenciamento de RNA (siRNA) (QIAN et al., 2011; ZHU et al., 2014). Resultados 

satisfatórios foram encontrados em diferentes modelos de lesões neoplásicas, contudo a 

transposição dos mesmos para a clínica ainda parece ser o maior desafio (JIAN 

ZHANG, LALIT PATEL; PIENTA, 2010).  

2.4. TALIDOMIDA 

A talidomida (N-(2,6-diazo-3-piperidil)ftalimida) é um derivado sintético do ácido 

glutâmico inicialmente utilizada para o tratamento de enjoos matinais em mulheres 

grávidas (VON MOOS et al., 2003) e posteriormente foi retirada do mercado após a 

descoberta de seus efeitos teratogênicos (LENZ; KNAPP, 1962; MCBRIDE, 1963). 

Anos mais tarde retornava como um potente fármaco com propriedades anti-

inflamatórias (MOREIRA et al., 1993), anti-angiogênica (D’AMATO et al., 1994) e 

imunomoduladora (BARTLETT; DREDGE; DALGLEISH, 2004). Com a descoberta 

da proteína cereblon (CRBN), alvo molecular da talidomida relacionado à 

teratogenicidade (ITO et al., 2010), os efeitos imunomoduladores desse fármaco e seus 
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derivados lenalidomida e pomalidomida têm sido largamente investigados (ZHU et al., 

2011; LOPEZ-GIRONA et al., 2012; MIN et al., 2016). 

A proteína CRBN, inicialmente descoberta associada quando mutada ao retardo mental 

não sindrômico autossômico recessivo, forma um complexo E3 ubiquitina ligase com a 

proteína 1 de ligação ao DNA lesado (DDB1), culina-4A (CUL4A) e a proteína 

reguladora de culina (ROC1) resultando na proteólise de diversos substratos, dentre eles 

as proteínas Ikaros e Aiolos. Em mieloma múltiplo o silenciamento de Ikaros e Aiolos 

leva a diminuição dos fatores de sobrevivência e proliferação celular interferon 

regulatory factor 4 (IRF4) e MYC, resultando na diminuição da viabilidade celular 

observada após o tratamento com a talidomida e seus derivados. Ikaros e Aiolos são 

também fatores repressores da transcrição de IL-2, assim a degradação dessas proteínas 

resulta no aumento da produção de IL-2 em linfócitos após o tratamento com 

lenalidomida em humanos (LOPEZ-GIRONA et al., 2012; CHAMBERLAIN et al., 

2014). Em camundongos, no entanto, a presença de dois polimorfismos no sítio de 

ligação à lenalidomida e a diferença em apenas um único aminoácido no receptor 

murino são sugeridas como as causas das diferenças encontradas desses efeitos 

imunomoduladores entre humanos e murinos (LOPEZ-GIRONA et al., 2012; 

CHAMBERLAIN et al., 2014; KRONKE et al., 2015). 

Em estudos posteriores, Min e Colaboradores (2016) identificaram mecanismos imunes 

adicionais relacionados à proteína CRBN. A superexpressão de CRBN em células 

humanas THP-1 resultou na inibição do fator de transcrição nuclear κB (NF-κB) e na 

produção das citocinas inflamatórias IL-6 e IL-1β em resposta à ativação por TLR4. 

Estudos funcionais de silenciamento realizados por esse grupo revelaram que a 

molécula CRBN regula negativamente a via de sinalização de TLR4 através da 

ubiquitinação de TRAF6 (tumor necrosis factor (TNF) receptor associated factor 6) 

(MIN et al., 2016). Em contrapartida, estudos realizados por outro grupo de 

pesquisadores revelaram que a regulação negativa de TLR4 em camundongos pela 

talidomida e pomalidomida pode acontecer também independentemente de CRBN 

(MILLRINE et al., 2016a). 

O potencial antitumoral da talidomida é associado a sua atividade antiangiogênica, 

através da redução da síntese dos fatores pró-angiogênicos (D’AMATO et al., 1994; 

VERHEUL et al., 1999; BELO et al., 2001; SOUZA et al., 2012), da imunomodulação 
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de células e citocinas no microambiente tumoral (DAVIES et al., 2001; KAWAMATA 

et al., 2006; NAU; LEWIS, 2008) e da ação anti-proliferativa (MITSIADES et al., 

2002).  

Em relação à ação da talidomida sobre macrófagos, ainda pouco se sabe sobre o efeito 

desse fármaco no contexto de câncer. Todavia, em doenças inflamatórias tal como a 

infecção pulmonar induzida pela bactéria Klebsiella pneumoniae B5055, a talidomida 

mostrou-se um potente modulador negativo na síntese das citocinas pro-inflamatórias 

TNF-α e IL-1α (KUMAR; CHHIBBER, 2008; KUMAR; HARJAI; CHHIBBER, 2010). 

O mesmo foi observado em macrófagos murinos peritoneais e células de Langherans 

humanas tratados com talidomida (CAMPELO et al., 2011). Em modelo de asma 

induzido por ovalbumina, à talidomida inibiu a ativação alternativa de macrófagos (M2) 

in vivo e in vitro, bem como reduziu a produção de citocinas do tipo Th2 por essas 

células (LEE et al., 2015). Embora os mecanismos imunomoduladores da talidomida 

em macrófagos não sejam completamente compreendidos, é reconhecido que a inibição 

de NF-κB via inativação do inibidor quinase κB (IκB) resulta na diminuição da 

expressão de genes relacionados às citocinas inflamatórias TNF-α, IL-1α, IL-8 e IL-12 

(KEIFER et al., 2001; HERNANDEZ et al., 2011). Ademais, o efeito anti-inflamatório 

da talidomida também é relacionado à inibição da síntese de ciclooxigenases (COX) 

induzida por LPS (FUJITA et al., 2001) e da proteína Rabex-5 que regula 

negativamente TLR através da via de sinalização intracelular de STAT1/IRF 

(MILLRINE et al., 2016b). 

 

A metodologia, resultados e discussão serão apresentados na forma de artigos 

científicos. 
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Resumo 

Foi avaliado o efeito imunomodulador de diferentes doses de talidomida em macrófagos 

associados ao tumor (TAMs) em um modelo murino de câncer de mama. Camundongos 

foram inoculados com células 4T1 na região do flanco esquerdo e tratados com 

talidomida uma vez ao dia nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg por massa corporal. Os 

tumores foram medidos, o índice de proliferação celular e a contagem de TAMs foram 

avaliados nos tumores primários e pulmões com metástases. Além disso, a taxa de 

metástases pulmonares também foi avaliada. A talidomida na dose de 150 mg/kg 

diminuiu significativamente o crescimento tumoral, o índice de proliferação celular e a 

infiltração de TAMs nos tumores primários. Por outro lado, um maior número de TAMs 

e menor índice de proliferação celular foram observados nos pulmões metastáticos em 

resposta ao aumento das concentrações de talidomida. Ademais, a talidomida na dose de 

150 mg/kg diminuiu significativamente os nódulos metastáticos nos pulmões. Nossos 

resultados demonstraram que o tratamento com talidomida diminuiu o crescimento 

tumoral e as metástases pulmonares em camundongos associado com diferentes efeitos 

na infiltração de TAMs nesses locais. 

Palavras-chave: câncer de mama, imunomodulação, talidomida, inflamação, 

macrófagos associados ao tumor  

 

Abstract 

Herein we evaluated the immunomodulatory effect of thalidomide (Thal) at different 

doses on tumor-associated macrophages (TAMs) in a mouse model of human breast 

cancer. Mice were inoculated with 4T1 cells in the left flank and treated with Thal once 

a day at concentrations of (50, 100, and 150 mg/kg body weight from the 5th day until 

28th day of tumor inoculation. The tumors were sized, proliferation index, and TAMs 

count were evaluated in primary tumors and metastatic lungs. In addition, the metastasis 

rate was also evaluated in the lungs. Thal at 150 mg/kg significantly decreased tumor 

growth, proliferation index, and TAMs infiltration in primary tumors. Conversely, a 

higher number of TAMs and lower proliferation index were observed in metastatic 

lungs in response to increasing Thal concentrations. Furthermore, Thal at 150 mg/kg 

significantly decreased the metastatic nodules in the lungs. Our findings demonstrated 

that Thal treatment considerably decreased the primary tumor and lung metastasis in 

mice associated with different effects on TAM infiltration in these sites.  
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Keywords: breast cancer, immunomodulation, thalidomide, inflammation, tumor-

associated macrophages 

Introduction 

The tumor microenvironment is composed of different cell types, including stromal and 

inflammatory cells (Qualil and Joyce, 2013). Solid tumors are commonly infiltrated 

with innate immune cells, including tumor-associated macrophages (TAMs), which 

represent the major inflammatory component of the stroma of many tumors (Ruffell et 

al., 2012; Chevier et al., 2017; Mei et al., 2016). TAMs may either block or facilitate 

tumor growth, depending on their activation status. M1-like TAMs are recognized as 

anti-tumoral macrophages, whereas M2-like TAMs are shown to have pro-tumoral 

activities (Allavena et al., 2008; Laoui et al., 2011; Murray et al., 2014). In human 

breast carcinomas, M2-like TAMs density correlates with poor prognosis (Pollard, 

2008; Lindsten et al., 2017), and macrophages depletion has been shown to delay tumor 

progression (Laoui et al., 2011).  

Thal, originally a morning sickness drug and later shown to have teratogenic effects, 

was in recent years shown to exhibit immunomodulatory and anti-angiogenic effects in 

inflammatory and neoplastic diseases (Moos et al., 2003; Eleutherakis-Papaiakovou et 

al., 2004). One of its mechanisms of immunomodulation has been linked to the protein 

Cereblon, which in turn, is the primary target of Thal teratogenicity (Ito et al., 2010). In 

multiple myeloma, this protein is required for response to immunomodulatory drugs, 

and its decreased expression has been correlated with resistance to therapy (Zhu et al., 

2011). In contrast, cereblon-deficient mice presented the immunomodulatory effect of 

Thal, even in the absence of cereblon (Millrine et al., 2016).  

Herein, we used the murine mammary carcinoma 4T1 to evaluate the effect of different 

doses of Thal in TAMs infiltration and metastatic tumor growth. The 4T1 tumor is a 

highly metastatic cell line which when transplanted to the mammary gland, can 

spontaneously metastasize from the primary tumor to multiple distant sites, including 

lymph nodes, liver, lung, brain, and bone (Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001). 

Interestingly, previous studies have shown that an increased myeloid cell infiltration 

follows 4T1 tumor development into the primary tumor and its metastasis (DuPré et al., 

2007; Dos Reis et al., 2019), making it a useful model to study the role of TAMs in 

breast carcinogenesis.  
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Methods 

Breast cancer mouse cell line 4T1 was obtained from the American Type Culture 

Collection (Manassas, USA). 4T1 cells were maintained in RPMI 1640 medium 

(Hyclone, Logan, UT) containing 10% fetal bovine serum (FBS) (Hyclone, Logan, UT), 

100 U/ml of penicillin and 100 μg/ml of streptomycin (Invitrogen) at 37ºC in a 

humidified atmosphere of 5% CO2.  

Thirty-two six-week-old female BALB/c mice were acquired from the Animal Facility–

Institute of Biological Science–Federal University of Minas Gerais; Belo Horizonte–

Brazil. Mice were divided into four groups (n=8) and kept in polycarbonate cages and 

had free access to mouse chow (Quimtia, Paraná, Brazil) and water ad libitum. Mice 

were housed under standard laboratory conditions at 25°C in a 12-hr light: dark cycle. 

The research protocol was approved by the Federal University of Minas Gerais Ethics 

Committee on Animal Use under protocol number 262/2012.  

Mice were subcutaneously inoculated with 2.5×106 4T1 cells in the left flank area. 

Treatment started five days of tumor inoculation and continued for 23 days. Thal 

(kindly provided by Fundação Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Brazil) was diluted in 

saline 0.9% and 0.25% Tween (Dako, Carpinteria, USA) at final concentrations of 50, 

100, and 150 mg/kg body weight day andit was daily administered by gavage. The 

control group received vehicle (saline 0.9% + Tween20 0.25%) using the same regimen. 

Tumor-bearing mice were weighed, and the primary tumor measured with a caliper 

every other day. Tumor volume was calculated using the formula: tumor volume (mm³) 

= (length x width) ²/2. On a twenty-ninth day, mice were euthanized by anesthetic 

overdose (sodium pentobarbital 50 mg/kg, intraperitoneal injection i.p.). Blood was 

collected for biochemical evaluation of urea, creatinine, aspartate aminotransferase 

(AST), alanine aminotransferase (ALT), and gamma-glutamyl transferase (GGT) and 

complete blood count (CBC). Primary tumor and lung were collected, weighed, and 

sampled for histopathological, biochemical, and cytokine analysis. Blood smears were 

obtained and stained with May-Grunwald-Giemsa (Sigma-Aldrich) for differential 

leukocyte evaluation through an optical microscope Olympus BX50 (Japan), 40x 

objective.  

Primary tumor and right lung samples from 4T1 tumor-bearing mice were weighed and 

homogenized to perform the ELISA, as previously described (Dos Reis et al., 2019). 



66 
 

The cytokine TNF- and chemokine CCL2 were quantified using DuoSet ELISA kit 

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). For histopathological, histomorphometry, and 

lung metastasis evaluation, primary tumor and left lung fragments were fixed in 10% 

buffered formalin for 48 h, embedded in paraffin, and processed for light microscopic 

evaluation of hematoxylin and eosin (H&E) stained slides. For metastasis assessment, 

neoplastic cellular nodules disseminated throughout the lung parenchyma or alveolar 

spaces were considered metastatic lesions (Dos Reis et al., 2019). Metastasis 

quantification was performed by counting the total of metastatic nodules in one section 

from left lung (single lobe) in an Olympus microscope (BX-40), using the 10x and 40x 

objectives. The inflammatory infiltrates in the primary tumor were systematically 

classified based on the distribution (as focal: the presence of 1-3 inflammatory foci; 

multifocal: the presence of more than three inflammatory foci; and diffuse: the presence 

of inflammatory cells evenly distributed in the tumor section) and intensity (discrete +, 

moderate ++ or intense +++), as described by Estrela-Lima et al., (2010). Cell profiles 

were classified into mononuclear, polymorphonuclear, and mixed inflammatory cell 

patterns. For histomorphometry analysis, the percentages of the tumor, necrosis, 

inflammation (inflammatory cells, hemorrhage, and edema), and normal tissue areas 

were calculated in 15 histologic fields using a graticule scale of 25 dots. Histological 

images were obtained from the capture system using a SPOT 3.4.5 Basic® camera 

adapted to an Olympus microscope (BX-40) and the images were analyzed using Corel 

Draw® software version 7.468.  

Immunohistochemistry assay was performed on formalin-fixed, paraffin-embedded 

(FFPE) tissue (4 µm) of primary tumors and lungs deparaffinized in xylene and 

rehydrated in graded alcohol. Antigen retrieval was achieved by water bath boiling for 

20 minutes in citrate buffer pH 6 (DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) at 98ºC. 

Endogenous peroxidase activity was blocked with 3% hydrogen peroxidase in 

methanol. For blocking of non-specific binding Biotin blocking system (Dako) was 

used. Primaries antibodies (CDC47, 1:300, clone 47DC141, Neomarkers, Fremont, CA 

or iNOS2, 1:300, polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, Europe) were incubated for 1 h 

and secondary anti-rabbit HRP antibody (Advance HRP enzyme, Dako) for 30 min at 

room temperature. Slides were stained with diaminobenzidine (DAB) chromogen 

(Dako) and counterstained with hematoxylin. CDC47 expression index was obtained by 

estimating the percentage of positive cells in 500 tumor cells (Souza et al., 2012). 
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iNOS2 was analyzed with the ImageJ software (https://imagej.nih.gov/ij/). Ten images 

at 40x magnification were obtained from the capture system with a SPOT 3.4.5 Basic® 

micro-camera adapted to an Olympus light microscope (BX-40).  

Immunofluorescence and confocal microscopy were also performed in the primary 

tumor and lung FFPE fragments, as previously described, with minor changes (Dos Reis 

et al., 2019). Primaries antibodies used were F4/80 (1:150, clone mAb BM8, Hycult 

Biotech, Uden, The Netherlands) and conjugated anti-CD11b-PE (1:100, clone M1/70, 

BD Biosciences, USA) to label macrophages. The secondary antibody used was Goat 

Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 488 (1:1000, Life Technologies). Nuclei were stained 

with Hoechst dye 33258 (1 µg/mL, Life Technologies) before coverslip mounting for 

immunofluorescence and confocal laser scanning microscopy (Zeiss LSM 5 Live, Carl 

Zeiss, Jena, Germany) using an oil 40x 1.3 NA objective lens. Statistical analyses were 

performed using the Graph Pad Prism v.5 software (San Diego, CA). The Kruskal 

Wallis test followed by Dunn’s posthoc test was used to assess whether there were 

differences on tissue inflammation among control and Thal treated groups. The one-way 

ANOVA test followed by the Student-Newman-Keuls post-hoc test was used to assess 

whether there are the differences in parametric data. The values were considered 

significant when P < 0.05. 

 

Results 

The oral administration of Thal (50, 100, 150 mg/kg) on 4T1 tumor-bearing mice did 

not presented side effects in biochemical serum indices for urea, creatinine, AST, and 

GGT as compared to the control group (Table 1). High ALT levels were observed on 

group treated with 100 mg/kg of Thal as compared to the control group (P < 0.01) 

(Table 1). For hematological indices, a decrease in total leukocytes was observed in the 

groups treated with 100 mg/kg and 150 mg/kg of Thal (P < 0.05) as compared to the 

control group (Table 2). Thal at a dose of 150 mg/kg significantly inhibited tumor 

growth as compared to the control group (P < 0.05) (Figure 1A). Histological analyses 

revealed a diffuse inflammatory infiltrate distributed predominately in peripheral areas 

of primary tumors, which was greater in Thal treated groups (Figure 1B). The 

intratumoral inflammatory infiltrate in most tumors was week, consisting of 

mononuclear cells and often associated with necrosis areas (not shown); except from 

tumors treated with 150 mg/kg of Thal, which showed greater infiltration of 

https://imagej.nih.gov/ij/
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mononuclear cells (P < 0.05) (Figure 1B). The histomorphometry analysis corroborated 

these results, showing high inflammation areas in tumors treated with 100 mg/kg (P < 

0.01) and 150 mg/kg (P < 0.001) of Thal (Figure 1C). Additionally, tumors treated with 

150 mg/kg of Thal presented a smaller percentage of necrotic areas (P < 0.05) (Figure 

1C). Furthermore, Thal treatment reduced neoplastic areas with significant differences 

in the groups treated with 50 and 100 mg/kg compared with the control group (P < 0.05) 

(Figure 1C).  

 

Table 1: Thalidomide effects in the serum of 4T1 tumor-bearing. 

 Control Thal 50 Thal 100 Thal 150 

Urea (mg/dl) 74.6 ± 46.3 106.5 ± 54.6 82.7 ± 39.9 91,9 ± 25.6 

Creatinine (mg/dL) 1.9 ± 1.2 2.7 ± 0.6 2.4 ± 0.6 2.7 ± 0.6  

AST (U/L) 199.1 ± 64.54  241.5 ± 40.04 250.6 ± 28.48 254.1 ± 45.11 

ALT (U/L) 56.3 ± 13.6 77.0 ± 12.02 98.7 ± 32.85** 84.1 ± 24.03 

GGT (U/L) 1.3 ± 0.5 1.7 ± 0.5 1.9 ± 0.07 2.0 ± 0.8 

AST: Aspartate Aminotransferase, ALT: Alanine Aminotransferase, GGT: Gamma-glutamyltransferase. 

The results relate to the average ± standard deviation.  ** P < 0.01. 

 

Table 2: Thalidomide effects in the hematological index of 4T1 tumor-bearing. 

 Control Thal 50 Thal 100 Thal 150 

Erythrocytes (/mm³) 8.14 ± 1.623 7.77 ± 2.30 8.654 ± 0.46 9.353 ± 0.47 

Hemoglobin (g/dl) 13.24 ± 2.56 12.76 ± 3.43 13.96 ± 0.81 14.89 ± 1.21 

Hematocrit (%) 42.89 ± 12.03 40.04 ± 13.62 47.56 ± 4.85 50.59 ± 3.83 

MCV (fl) 49.60 ± 6.40. 49.16 ± 5.35 54.23 ± 4.10 53.11 ± 2.94 

White Blood Cells (/mm³) 8.374 ± 1.24 7.781 ± 1.20 6.741 ± 0.84* 6.574 ± 0.81* 

Lymphocytes (%) 6.9 ± 3.5 8.6 ± 4.6 10.3 ± 2.9 11.4 ± 5.8 

Neutrophil granulocytes (%) 85.9 ± 1.5 84.6 ± 3.9 81.4 ± 5.6 81.1 ± 6.9 

Monocytes (%) 1.6 ± 0.5 1.6 ± 1.1 2.3 ± 1.2 2.3 ± 1.0 

Band neutrophil (%) 1.9 ± 1.3 2,.6 ± 0.9 3.1 ± 1.9 2.6 ± 1.3 

Eosinophil granulocytes (%) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

Basophil granulocytes (%) 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

Ring cell (%) 2.7 ± 1.4 2.6 ± 1.7 2.3 ± 2.3 2.6 ± 1.3 

Blasts (%) 0.3 ± 0.7 0.0 ± 0.0 0.4 ± 1.1 0.0 ± 0.0 

Platelets (/mm³) 745.000 ± 212.2 658.500 ± 198.9 736.400 ± 178.3 519.600 ± 214.8 

MCV: mean corpuscular volume. The results relate to average ± standard deviation (* P < 0.05). 



69 
 

 

Figure 1: Thalidomide decreased 4T1 tumor growth associated with increased tumor 

inflammatory infiltration. A) Mice were subcutaneously inoculated with 2.5 × 106 4T1 cells in 

the left flank. Thal was administrated at doses of 50, 100, and 150 mg/Kg body weight (n = 24) 
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for 24 consecutive days. The control group received the vehicle in the same regime (n = 8). Thal 

significantly inhibited tumor growth at a dose of 150 mg/kg. B) Tissue inflammation was 

evaluated in peripheral and intratumoral areas from 4T1 tumor sections stained with H&E. 

Inflammation was systematically classified based on distribution and intensity, as described in 

the methodology. Thal administration at dose 150 mg/kg significantly increases inflammation in 

peripheral and intratumoral areas of the 4T1 tumor. Representative H&E images of primary 

tumor peripheral areas. C) Morphometric analysis was performed to obtain the percentages of 

the tumor, necrosis, inflammation (inflammatory cells, hemorrhage, and edema), and normal 

tissue areas. Thal administration decreases tumor areas associated with increased inflammation. 

One-way ANOVA test followed by the Student-Newman-Keuls post-hoc test was used to 

evaluate differences in (B) and (D). Kruskal–Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test was 

used to evaluate differences in (C). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, respectively.  

 

To confirm the anti-tumor effect of Thal in the primary tumor and lung metastasis of 

murine mammary carcinoma 4T1, we assessed the proliferation index of tumor cells by 

CDC47 expression. Mice treated with 100 mg/kg and 150 mg/kg of Thal presented a 

lower neoplastic proliferation index in primary tumors than mice from the control group 

(P < 0.05) (Figure 2 A-E). In the lung, Thal treatment reduced proliferation index of 

metastatic nodules at dose of 50 mg/kg (P < 0.05), 100 mg/kg (P < 0.05) and 150 mg/kg 

(P < 0.01) (Figure 2 F-J). Besides, the histological analysis also revealed a reduction in 

the number of metastatic lung nodules from 150 mg/kg Thal-treated group as compared 

to control (P < 0.05) (Figure 2 K). 
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Figure 2: Thalidomide reduces the neoplastic proliferation of primary tumor and lung 

metastases of the 4T1 tumor. A-D) Representative images of tumor cross-sections stained with 

3,3’-diaminobenzidine (DAB) by immunohistochemistry. E) Proliferative index quantification 
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shows a decrease in neoplastic proliferation in primary tumor after Thal administration at doses 

of 100 and 150 mg/kg per body weight as compared to control. F-I) Representative images of 

lung metastases cross-sections stained with DAB by immunohistochemistry. J) Proliferative 

index quantification shows a decrease in neoplastic proliferation in lung metastasis after Thal 

administration at doses of 50, 100, and 150 mg/kg per body weight as compared to control (n = 

32). K) Metastasis quantification shows a decrease in metastatic nodules after Thal 

administration at doses 150 mg/kg per body weight as compared to control. Results are shown 

as the mean ± SEM. One-way ANOVA test followed by the Student-Newman-Keuls post-hoc 

test to evaluate differences in E, J, K. * P < 0.05, ** P < 0.01. 

 

Next, we measured the levels of CCL2 and TNF- in the primary tumor and lungs of 

4T1 tumor-bearing mice. We observed a reduction of CCL2 levels only in mice treated 

with 50 mg/kg of Thal (P < 0.05) (Figure 3A), while no significant changes were 

observed in TNF- levels (Figure 3B). In the lung, CCL2 levels increased progressively 

in all treated groups (P < 0.01) (Figure 3C). Higher TNF- levels were found after 100 

mg/kg (P < 0.05) and 150 mg/kg (P < 0.01) of Thal as compared to control group 

(Figure 3D).  

To assess the immunomodulatory effect of Thal on TAMs, confocal analyses were 

carried out. Two macrophages populations were identified based on the cell-surface 

expression of the F4/80 marker combined with CD11b marker, F4/80+CD11b- cells and 

F4/80+CD11b+ cells. (Figure 3E-G). The F4/80+CD11b- macrophages was found 

increased in absolute numbers in tumors from the control group and it decreased after 

Thal treatment (P < 0.05), while no differences were found on F4/80+CD11b+ 

macrophages among control and treated groups (Figure 3E). In the lungs, the 

F4/80+CD11b- macrophages increased progressively after 50, 100, and 150 mg/kg of 

Thal administration (0.05, 0.01, 0.001, respectively) (Figure 3F). Furthermore, 

differences in the distribution and macrophage morphology were visualized in control 

and treated groups. After Thal administration, TAMs were distributed as multifocal 

aggregates, while in the control group these cells showed isolated and diffusely 

distributed in the lung parenchyma (data not shown).  
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Figure 3: Thalidomide effects on TAMs infiltration in the 4T1 primary tumor and lungs. A-D) 

Effect of Thal administration at doses of 50, 100, and 150 mg/kg per body weight or vehicle 

(control group) in CCL2 and TNF-α levels, respectively. E) TAMs quantification shows a 

decrease in TAMs infiltration in primary tumor after Thal administration at a dose of 50, 100, 



74 
 

and 150 mg/kg per body weight. F) TAMs quantification shows a progressive increase in TAMs 

infiltration in metastatic lungs after Thal administration at a dose of 50, 100, and 150 mg/kg per 

body weight. (G) Representative confocal images show the effect of vehicle or Thal 

administration at different doses in TAMs recruitment in the primary tumor (upper painel) and 

lung (bottom painel). Bars represent 20 µM. Results are shown as the mean ± SEM. One-way 

ANOVA test followed by the Student-Newman-Keuls post-hoc test to evaluate differences in 

A-F. * P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001. 

How these results suggested an immunomodulatory effect of Thal possibly inducing an 

M1-like TAMs phenotype, we also performed an iNOS single staining, a murine M1 

polarization marker (Laoui et al., 2011). The iNOS expression was found in the 

cytoplasm of endothelial cells and leukocytes infiltrated in the primary tumor (Figure 4 

A-D). In the lung, the iNOS expression was more restricted to inflammatory cells 

presented in blood vessels and the vicinity of them, while the lung parenchyma 

presented a weak to none iNOS expression (Figure 4 G, H). However, inflammatory 

cells infiltrated in the metastatic nodules showed a positive iNOS expression. (Figure 4 

F, I). The quantification analyses revealed higher iNOS expression in tumors treated 

with 100 and 150 mg/kg of Thal as compared to the control group (P < 0.001) (Figure 4 

E). In contrast, in the lung, the iNOS expression showed higher from all treated groups 

as compared to control (P < 0.001) (Figure 4 J). 
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Figure 4: Thalidomide treatment increases tissue inducible nitric oxide synthase enzyme 

(iNOS) expression in primary tumors and lungs of the 4T1 tumor-bearing mice. A-D) 

Representative images of tumor cross-sections stained with 3,3’-diaminobenzidine (DAB) by 

immunohistochemistry. Arrows show stained inflammatory cells presented in peripheral areas 

of primary tumors. E) Higher iNOS expression presented in the primary tumors from animals 

treated with 100 and 150 mg/kg of Thal as compared to control animals. F-I) Representative 

images of lung cross-sections stained with DAB by immunohistochemistry. Arrowheads show 

stained inflammatory cells infiltrated in lung metastasis nodules. Arrows show stained 

inflammatory cells presented in the vicinity of blood vessels. J) Higher iNOS expression 

presented in the lung tissue of tumor-bearing mice treated with 50, 100 and 150 mg/kg of Thal 

as compared to control. (n = 32). Results are shown as the mean ± SEM. One-way ANOVA test 

followed by the Student-Newman-Keuls post-hoc test to evaluate differences in A-F. * P < 0.05, 

** P < 0.01, and *** P < 0.001. 

 

Discussion 

Our previous reports have demonstrated that Thal used as a monotherapy or combined 

therapy displays anti-tumor activity in murine (Souza et al., 2012, 2014; Reis et al., 

2014) and canine mammary tumor models (Campos et al., 2017, 2018). In this work, we 

attempted to understand the potential immunomodulatory effect of this drug on TAMs 

using a murine metastatic breast cancer model. Our findings demonstrated that 

prolonged administration of Thal exhibited an immunomodulatory and an anti-tumor 

action in the primary tumor and lung metastases of 4T1 tumor-bearing mice. While 

higher Thal doses induced inflammation in the primary tumor and metastatic lungs, 

marked differences were found in TAMs infiltration between these two sites. In the 

lung, higher doses of Thal were associated with accumulation of F4/80+CD11b- 

macrophages, whereas in the primary tumor, these cells showed decreased abundance 

after Thal therapy.  

Thalidomide therapy in human medicine has been associated with certain side effects, 

including peripheral neuropathy, thrombotic events, constipation, and drowsiness, 

particularly when used in high doses (Eleutherakis-Papaiakovou et al., 2004). In this 

study, the laboratory parameters did not show significant side effects after Thal 

administration. At the higher dose, Thal reduced the tumor growth and neoplastic 

proliferation of the 4T1 primary tumors and their lung metastasis. Considering the 
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growth curve, the efficacy of Thal at dose 150 mg/kg appeared to be higher at day 16 

than the difference decreases until the end of treatment. However, these animals still 

presented a smaller number of metastatic lung nodules after Thal therapy. Our group 

also reported similar data in spontaneous canine mammary tumors, showing hindered 

lung metastasis progression after Thal therapy (Campos et al., 2017). 

Thal has been used in cancer treatment, mostly due to its anti-angiogenic potential 

(Stewart, 2014). However, the Thal immunomodulatory effect has also been shown as 

an important mechanism of tumor inhibition in mouse cancer models (Kawamata et al., 

2006) and human cancer therapy (Stewart, 2014). In the current study, we have only 

focused on the assessment of tumor proliferation and characterization of TAMs 

infiltration in response to different doses of Thal. Histological analyses revealed the 

anti-tumor effect of Thal was accompanied by an increase in the inflammatory cells in 

the tumor microenvironment from the primary and secondary metastatic sites. 

Mononuclear cells appeared to be predominantly increased in the primary tumor after 

high doses of Thal. Additionally, confocal microscopy revealed that these mononuclear 

cells consisted of a low abundance of TAMs. These findings corroborated by previous 

studies suggesting an immunomodulatory effect of Thal on different mononuclear 

immune cell populations (Kawamata et al., 2006). 

Metastasis is a major contributor to deaths from solid tumors (Gupta and Massagué, 

2006). Breast cancer may metastasize to the lymph nodes and distant organs, being the 

lung one of the preferential sites for breast cancer metastases (Rahman and Mohammed, 

2015). Our work shows that Thal reduced lung metastasis associated with increased 

macrophages infiltration and was observed more significantly in the higher dose of Thal 

(e.g., 150 mg/kg). In the lungs of 4T1 tumor-bearing mice, TAMs showed two distinctly 

phenotypes: F4/80+CD11b- and F4/80+CD11b+ cells. These two populations have been 

shown to present different functions in inflammatory (Ariel and Serhan, 2012) and 

neoplastic diseases in mice (Qian et al., 2012). The first phenotype described as 

F4/80+CD11b- macrophages showed progressively increased in the lung after Thal 

administration. 

On the other hand, the F4/80+CD11b+ macrophage population did not change after 

Thal therapy. The lung tissue of tumor-bearing mice also presented with greater CCL2 

and TNF-α levels, and iNOS2 expression after higher doses of Thal. TAMs in contact 
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with interferon-γ (IFN-γ), and of other proinflammatory agents such as TNF- and 

bacterial lipopolysaccharide (LPS) polarize to an M1-like phenotype. This classical 

activation results in improved anti-tumor capacity and enhanced secretion of 

proinflammatory cytokines, such as TNF-, interleukin-12 (IL-12) e oxide nitric (NO), 

to further strengthen the cell-mediated adaptive immunity. In contrast, alternatively 

activated macrophages or M2-like macrophages are polarized by IL-4 and IL-13 and 

other stimuli such as glucocorticoid hormones and immune complexes (Allavena et al., 

2008; Laoui et al., 2011). Opposite to M1-like activation, these macrophages are 

associated with immunosuppressive and pro-tumoral capacities. A previous study has 

demonstrated that Thal can act switching the M2 to M1 phenotype of murine 

macrophages in asthma disease model (Lee et al., 2015). Thus, taken together, our 

results suggest that Thal could induce the activation of TAMs to the anti-tumoral 

phenotype in 4T1 tumor-bearing mice. To better elicit these findings, the phenotyping 

of TAMs by flow cytometer would consist of a great approach. However, how the Thal 

treatment used as a single agent presented modest inhibition on metastatic development 

of 4T1 tumor, we think future studies combining Thal and a chemotherapy drug could 

represent a better strategy. 

Conclusion 

In conclusion, our study demonstrated that Thal treatment enhanced the TAMs 

infiltration in lung metastases and decreased it in the primary tumor of 4T1 tumor-

bearing mice. These effects were associated with a decrease in neoplastic proliferation 

and metastatic lung nodules. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os modelos animais em oncologia mamária representam uma ferramenta importante em 

estudos envolvendo o microambiente tumoral e os componentes do sistema imune. 

Devido à alta complexidade de eventos que acompanha o desenvolvimento das 

neoplasias, sobretudo aqueles relacionados ao sistema imune, os estudos em 

camundongos utilizando tumores transplantáveis são amplamente justificáveis. Apesar 

de haver diferenças importantes já descritas entre os componentes do sistema imune de 

camundongo e humano (MESTAS; HUGHES, 2018; SHAY et al., 2013), a facilidade 

de reprodução, o baixo custo de manutenção e a facilidade na manipulação do material 

genético ainda representam fatores importantes para o uso desses animais (TAO; 

REESE, 2017). Além dos modelos murinos, no Laboratório de Patologia Comprada, as 

neoplasias mamárias espontâneas da cadela têm sido utilizadas também como modelo 

de estudo de carcinogênese mamária. Esse modelo tem como vantagem as lesões 

espontâneas mamárias que compartilham assinaturas genéticas semelhantes ao 

encontrado no câncer de mama da mulher. Ademais, o tempo de vida mais curto desses 

animais em comparação aos humanos, propicia o estudo de tumores mamários, uma vez 

que as lesões aparecerem após alguns anos, diferente do câncer na mulher que é mais 

frequente após a quinta década de vida (UVA et al., 2009; CASSALI et al., 2011). 

O carcinoma mamário murino 4T1 é uma linhagem isogênica transplantável para 

camundongos BALB/c e que quando inoculada na região da mama ou flanco origina 

metástases para linfonodo, pulmão, ossos e cérebro; mesmos órgãos alvos de metástases 

do câncer de mama humano de estadiamento avançado (IV) (PULASKI; OSTRAND-

ROSENBERG, 2001). O desenvolvimento do tumor 4T1 acompanha mudanças 

sistêmicas e locais que resultam em acúmulo de células inflamatórias, 

predominantemente da linhagem mieloide, no tumor primário e nos órgãos sítios de 

metástases. É reconhecido que as células 4T1 expressam em nível de transcrito de 

mRNA e de proteína diversas quimiocinas, tais como CCL2, CCL5 e CXCL1 (DUPRÉ; 

REDELMAN; HUNTER, 2007). Consequentemente, o recrutamento das linhagens 

mieloides para o microambiente tumoral, sobretudo de TAMs, pode ser entendido como 

uma etapa importante para a progressão e disseminação desse tumor. De fato, vários 

trabalhos corroboram com essa hipótese (LU; KANG, 2009; QIAN et al., 2011), 

inclusive em câncer de mama humano (SORIA et al., 2008; RUFFELL et al., 2012). A 
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expressão de CCL2 e CCL5 no câncer de mama humano é observada em carcinoma 

ductal in situ e carcinoma invasor, mas não no epitélio mamário normal (SORIA et al., 

2008). Adicionalmente, TAMs representam os leucócitos mais abundantes em tumores 

de mama (RUFFELL et al., 2012), sendo eles responsáveis pela neovascularização, 

evento essencial para a progressão e invasão dos tumores sólidos (CHANMEE et al., 

2014; LUO et al., 2006; SCHNEIDER; MILLER, 2005). Os macrófagos são células 

importantes para o desenvolvimento normal do tecido glandular mamário (COUSSENS; 

POLLARD, 2011), portanto é de se esperar que em doenças inflamatórias e neoplásicas 

da mama o papel dessas células aconteça de maneira central. 

O presente trabalho demonstrou que os macrófagos infiltrados no tumor primário do 

carcinoma mamário 4T1 se correlacionam com a disseminação de metástases 

pulmonares nesse modelo. A remodelação tecidual observada com aumento dos 

mediadores inflamatórios e angiogênese tumoral, aumento do proteoglicano de matriz 

versican e em estágios tardios à deposição de colágeno, sugerem a participação ativa de 

TAMs orquestrando e/ou participando nas modificações encontradas no microambiente 

tumoral do tumor 4T1. A disseminação metastática para o pulmão corrobora esses 

achados e sugere a inflamação como um facilitador da invasão do tumor 4T1 para os 

sítios secundários. Os TAMs novamente mostraram-se componente abundante no 

parênquima pulmonar e nas vias áreas, aumentando progressivamente acompanhando o 

número de nódulos metastáticos, os níveis de mediadores inflamatórios e as alterações 

encontradas nos parâmetros de função pulmonar. Nos carcinomas mamários 

espontâneos da cadela, TAMs foram encontrados em maior número nos carcinomas 

invasores quando comparados aos carcinomas in situ. Tumores de baixo grau e de 

estádios avançados apresentaram também maior infiltração dessas células no 

microambiente tumoral. Em relação à expressão de versican, as áreas invasoras de 

tumores classificados como grau 1 apresentaram maior expressão desse proteoglicano. 

Em conjunto, os dados encontrados nesses dois modelos experimentais reforçam a 

participação de TAMs e de versican na progressão tumoral do câncer de mama.   

O proteoglicano de matriz versican foi avaliado em associação com os TAMs no intuito 

de compreendermos como as modificações de componentes da matriz extracelular e 

infiltração dessas células estariam associadas com o desenvolvimento metastático do 

tumor 4T1 e sua participação nos tumores espontâneos caninos. O versican é uma 

molécula expressa frequentemente em células tumorais e no estroma das neoplasias 
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(BOCKSTAL et al., 2014; WIGHT; KANG; MERRILEES, 2014b), a interação de 

macrófagos com versican leva à ativação dessas células via TLR2, TLR4 e CD14. 

Macrófagos ativados por versican secretam altos níveis de TNF-α que agem como 

potentes indutores de metástases em modelo experimental de carcinoma de pulmão 

(KIM et al., 2009). Os TAMs secretam MMPs que digerem os componentes da matriz 

extracelular facilitando assim a invasão das células neoplásicas (SZABO; SINGH, 

2005). A degradação de versican presente na parede de vasos por essas enzimas resulta 

em aumento da angiogênese tumoral e consequentemente maior taxa de invasão 

(ASANO et al., 2017). As células neoplásicas de câncer de mama também são capazes 

de induzir a ativação e diferenciação de TAMs pró-tumorais através da secreção de 

versican.  Uma vez ativadas essas células, produzem altos níveis de MMPs (SZABO; 

SINGH, 2005). Dessa forma, a interação entre TAMs, versican e as próprias células 

neoplásicas resultam em diferentes eventos que culminam na invasão tumoral e 

metástases. Embora não tenhamos realizado a imunomarcação dessas enzimas no 

microambiente do tumor 4T1, acreditamos que possa haver fortemente uma relação 

entre TAMs e a remodelação da matriz extracelular observada ao longo do 

desenvolvimento do tumor 4T1. Nossos dados da expressão de versican, deposição de 

colágeno e a presença das citocinas TGF-β1 e TNF-α e quimiciona CCL2 em diferentes 

tempos reforçam essa hipótese. Nesse sentido, estudos futuros envolvendo o 

silenciamento de versican ou das enzimas MMP, bem como a eliminação de macrófagos 

podem comprovar tais hipóteses.  

No segundo experimento tínhamos como objetivo avaliar o papel imunomodulador da 

talidomida, utilizando diferentes doses (50, 100 e 150 mg/kg), na polarização de TAMs. 

Os resultados obtidos demonstraram que a talidomida quando administrada em doses 

elevadas como monoterapia no período de 24 dias, principalmente na dose de 150 

mg/kg, reduziu significativamente o crescimento tumoral, proliferação celular no tumor 

primário e metástases pulmonares e reduziu o número de nódulos metastáticos no 

pulmão de animais inoculados com o tumor 4T1. Esses eventos foram associados com 

um aumento significativo da inflamação tecidual em ambos os sítios avaliados. Todavia, 

em relação à população de TAMs, diferenças significativas foram encontradas no 

microambiente primário e metastático do carcinoma mamário murino 4T1 após o 

tratamento com talidomida. No tumor primário, níveis reduzidos de TAMs foram 

observados enquanto no pulmão o aumento dessas células deu-se de forma dose-
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dependente. Ainda no pulmão, o aumento no número de TAMs foi acompanhado de 

aumento dos níveis de CCL2 e TNF-α. A avaliação da enzima iNOS foi realizada para a 

complementação desses resultados. Em camundongos, iNOS é reconhecido como um 

marcador de ativação de TAMs M1 (GOSWAMI et al., 2016), mas sua expressão não 

está restrita somente a esse perfil celular, sendo também encontrada em vesículas 

citoplasmáticas de um grande número de células, tais como neutrófilos e células 

endoteliais (BOGDAN, 2015; PAUTZ et al., 2010). Nossos resultados revelaram 

aumento significativo da expressão tecidual de iNOS2 no tumor primário e pulmão após 

o tratamento com talidomida, evidenciando assim que a expressão dessa enzima não 

está relacionada somente a infiltração de macrófagos. Dessa forma também corrobora 

com o status de maior inflamação observado no tumor primário e pulmão após o 

tratamento com a talidomida. A talidomida é um fármaco da classe de 

imunomoduladores que pode apresentar múltiplos efeitos no contexto de câncer e 

inflamação (VON MOOS et al., 2003). Dados prévios publicados por nosso grupo 

utilizando o carcinoma mamário murino 4T1 e a administração de 150 mg/kg de 

talidomida, por 7 dias, demonstraram uma redução do crescimento tumoral associado a 

redução da inflamação e angiogênese tumoral (SOUZA et al., 2012); esse mesmo 

protocolo experimental revelou também um aumento de leucócitos no sangue periférico 

dos animais tratados com talidomida (REIS et al., 2014). Diferentemente dos dados 

apresentados no presente trabalho, o protocolo descrito por Souza e colaboradores 

(2012) revelou efeitos antitumorais associados a propriedades anti-inflamatórias. 

Podemos sugerir, portanto, que o período de tratamento pode revelar diferenças 

importantes no efeito imunomodulador desse fármaco ou as modificações relacionadas a 

diferentes estágios do desenvolvimento tumoral podem também contribuir para os 

efeitos imunomoduladores encontrados no presente trabalho. Nessa linha de raciocínio, 

ao comparar as curvas de crescimento de ambos os experimentos, podemos observar 

que o padrão de crescimento após o tratamento com talidomida na dose de 150 mg/kg 

até os 12 dias de inoculação é equivalente. Após esse período, observamos no presente 

trabalho que o tumor primário tem uma redução decrescente até o 16º dia de inoculação 

tumoral e, após esse período, o tumor retoma o crescimento, ainda um pouco mais lento 

quando comparado ao grupo controle.  

As metástases do tumor 4T1 ocorrem a partir da segunda semana de inoculação, sendo 

encontrada primeiramente em linfonodos e em estágios mais tardios, como observado 
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no primeiro experimento no pulmão (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001; 

DUPRÉ; REDELMAN; HUNTER, 2007; TAO et al., 2008). As modificações no 

número de macrófagos infiltrados no pulmão de ambos os experimentos revelam dados 

importantes acerca do efeito imunomodulador da talidomida. Ao considerarmos os 

níveis de CCL2, importante quimiotático no recrutamento de macrófagos, no dia 28 do 

primeiro experimento e no grupo veículo do experimento com talidomida (também com 

28 dias de inoculação), os níveis de CCL2 encontram-se equivalentes no tumor 

primário. No entanto, o tratamento com a talidomida na dose de 150 mg/kg elevou esses 

valores quase 10 vezes no pulmão. Esse aumento dos níveis de CCL2 mostrou-se 

acompanhado de maior infiltração de macrófagos possivelmente do tipo M1, devido os 

níveis elevados de TNF-α, maior expressão tecidual de iNOS2 e redução da proliferação 

celular neoplásica. Esses dados, portanto, suportam a hipótese de um papel antagonista 

de CCL2 e TNF-α nos animais tratados com talidomida, agora relacionados, 

possivelmente, a um efeito antitumoral (CHU, 2013; WANG; LIN, 2008).  

Por fim, os experimentos realizados sugerem um papel central dos macrófagos no 

câncer de mama e a talidomida como uma possível estratégia terapêutica na polarização 

de macrófagos antitumorais. Contudo, nós reconhecemos que a citometria de fluxo seria 

uma ferramenta valiosa para melhor caracterizar e compreender os efeitos desse 

fármaco em macrófagos, diante as dificuldades encontradas em nosso trabalho 

sugerimos a utilização dessa técnica em estudos futuros.      
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7. APÊNDICES 

 

APÊNDICE A: Projeto Doutorado Sanduíche: 

 

Análise da via de CSF1R em câncer de pulmão 

 

7.1. INTRODUÇÃO 

O câncer de pulmão constitui a primeira causa de mortalidade e morbidade por câncer 

em todo o mundo (JEMAL et al., 2011; HASHIM et al., 2016; IARC, 2016). Portanto, 

o tratamento do câncer de pulmão permanece ainda um desafio, principalmente na 

doença de estágio avançado (VON DINCKLAGE; BALL; SILVESTRI, 2013). Em 

estágios precoces o tratamento cirúrgico tem sido utilizado como estratégia terapêutica 

eficaz, entretanto, para estágios avançados, a quimioterapia e/ou radioterapia é 

empregada como tratamento de escolha (VON DINCKLAGE; BALL; SILVESTRI, 

2013; WEST, 2016). Recentemente, a imunoterapia tem surgido como uma estratégia 

terapêutica promissora (GROSSO; JURE-KUNKEL, 2013; PRICEMAN et al., 2013). 

Nesse sentido, estudos direcionados a componentes do microambiente tumoral tem 

contribuído com o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos para o tratamento do 

câncer de pulmão (LI; FAN; HOUGHTON, 2007; PRICEMAN et al., 2013). 

Dentre os componentes do microambiente tumoral, os macrófagos associados a tumores 

(TAMs) têm sido relacionados para ter um papel importante na progressão, invasão e 

metastatização em diferentes tipos de câncer (ALLAVENA et al., 2008b; JIAN-

ZHANG; PATEL; PIENTA, 2010; QIAN et al., 2011; BISWAS; ALLAVENA; 

MANTOVANI, 2013, 2014; MAO et al., 2013; ITALIANI; BORASCHI, 2014; 

GOSWAMI, 2016; MEI et al., 2016), bem como são mostrados para estarem à 

resistência ao tratamento quimioterápico em diversas neoplasias (MANTOVANI; 

ALLAVENA, 2015). No câncer de pulmão, o papel de TAMs ainda é controverso, 

contudo, a localização e o status de polarização dessas células parecem ser fator 

importante associado à evolução clínica dessa doença (MEI et al., 2016).  

O receptor para fator de crescimento estimulador de colônia 1 (CSF1R) tem papel 

importante na diferenciação e sobrevida de células fagocíticas mononucleares, em 
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especial os macrófagos (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014; KUMAR et al., 

2017). CSF1R pertence à família de receptores tirosina cinase do tipo III que se liga ao 

fator estimulador de colônia 1 (CSF1) e a interleucina 34 (IL-34), resultando na 

homodimerização do receptor e subsequente ativação da cascata de sinalização (LUO et 

al., 2013; HAMILTON; COOK; TAK, 2017). Como a presença de células CSF1R+ está 

associada com pior prognóstico em vários tipos de câncer (CANNARILE et al., 2017), 

a terapia anti-CSF1R em TAMs representa uma estratégia atrativa para eliminar ou 

polarizar essas células (ZHU et al., 2014) em câncer de pulmão.  

Biomarcadores têm sido historicamente conhecidos como analitos medidos no sangue e 

soro para determinar eventos sistêmicos, entretanto a identificação de biomoléculas nos 

tecidos pode ter mais valor do que aquelas circulantes, pois os biomarcadores teciduais 

são acompanhados de informações espaciais, bem como de estágios funcionais 

relacionados a uma determinada localização. Nesse sentido, a possibilidade de se avaliar 

a presença de várias células em diferentes estágios funcionais no microambiente 

tumoral representa uma estratégia importante em estudos envolvendo novas terapias 

antineoplásicas (CARVAJAL-HAUSDORF et al., 2014). Portanto o objetivo desse 

trabalho foi avaliar a via de CSF1R no câncer de pulmão através da técnica de 

quantitative immunofluorescence (QIF) (PEREZ-GRACIA et al., 2017; REHMAN et 

al., 2017; SCHALPER et al., 2015). 

7.2. METODOLOGIA 

Pacientes, grupos e Tissue Microarrays 

Fragmentos de tecidos fixados em formalina e incluídos em parafina, oriundos de 

coleções de carcinomas de pulmão de todos os tipos histológicos representados por 

Tissue Microarrays (TMA) do Departamento de Patologia da Universidade de Yale 

foram incluídos nesse estudo. As informações clínico-patológicas dos pacientes foram 

coletadas a partir de registros clínicos e relatórios de patologia. Todos os tecidos foram 

utilizados a partir do termo de consentimento de pesquisa pelo paciente e aprovação 

pelo Yale Human Investigation Committee.  

Multiplexed quantitative immunofluorescence (QIF)  

Os cortes de TMA foram desparafinizados e submetidos à recuperação antigênica 

utilizando tampão de EDTA pH = 8,0 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) em calor úmido 
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pressurizado (PT module, Lab Vision) durante 20 minutos a 97 °C (BROWN et al., 

2014; SCHALPER et al., 2015). As lâminas foram então incubadas com duplo bloqueio 

de peroxidase endógena (Dako S2003#, Carpinteria, CA) durante 10 minutos à 

temperatura ambiente e subsequentemente foram incubadas com uma solução contendo 

0,3% de albumina de soro de bovino em solução Tween a 0,05% durante 30 minutos. A 

coloração para pancitoqueratina, CSF1R, CSF1 e IL-34 foi realizada utilizando um 

protocolo sequencial de imunofluorescência multiplex com anticorpos primários 

específicos do isotipo para detectar células tumorais epiteliais, CSF1R e seus ligantes. 

Os núcleos foram marcados usando 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI). Anticorpos 

secundários e reagentes fluorescentes foram utilizados conforme a especificidade de 

cada anticorpo primário e conjugado com fluorocromos (Alexa 546, FITC, PE, Cy5), 

que quando excitados emitiram comprimentos de ondas diferentes para obtenção das 

múltiplas marcações. Tecidos inteiros frescos de amígdalas humanas morfologicamente 

normais foram incluídos em cada bateria de marcação como controle positivo e para 

avaliar a reprodutibilidade entre experimentos. 

Análise da fluorescência 

A quantificação do sinal fluorescente foi realizada usando um método que permite a 

medição objetiva e sensível de alvos dentro de compartimentos de tecido definidos pelo 

usuário (AQUA, Genoptix Inc, Carlsbad, CA) (BROWN et al., 2014; SCHALPER et 

al., 2015, 2017).  Resumidamente, a pontuação de QIF para cada canal de fluorescência 

em áreas tumorais e/ou estroma é calculada dividindo-se a intensidade de pixel de cada 

marcador pela área do compartimento desejado definido pela positividade para 

citoqueratina (por exemplo, o compartimento tumoral), falta de positividade a 

citoqueratina (por exemplo, o compartimento estromal), ou as células DAPI-positivas 

(por exemplo, tecido tumoral total, incluindo o estroma). Pontuações serão 

normalizadas para o tempo de exposição e a profundidade de bits em que as imagens 

forem capturadas, permitindo pontuações coletadas em diferentes tempos de exposição 

a serem comparadas. As lâminas coradas foram visualmente examinadas e casos com 

artefatos de coloração foram excluídos. 
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Ensaio de inibição de CSF1R 

Para a validação dos anticorpos CSF1R, CSF1 e IL-34 as linhagens celulares Bewo 

(ATCC), HHstec (Science Cell) e NTERA-2 (ATCC) foram cultivadas em meios de 

cultura específico como indicado por cada fornecedor, F-12K, HHstec médium e 

DMEM, respectivamente, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

penicilina/estreptomicina. 2,5 x105 células foram plaqueadas nos seus respectivos meios 

de cultura em placas de 6 poços e após 24 horas os meios foram trocados para o meio de 

transfeção (Opti-MEM® Medium) (Anexo 4). Após três horas em meio Opti-MEM® as 

células foram transfectadas com siRNA (Silencer® Pre-Designed (Non-Invetoried) 

siRNA, Lyfe Techonologies) em combinação com Lipofectamine®RNAiMAX. Após 

24 horas o meio de transfecção contendo siRNA-Lipofectamine foi aspirado e 

adicionado meio de cultura normal e as células foram deixadas por mais 24 h em estufa 

a 37% a 5% CO2. Em seguida as células foram lavadas e raspadas mecanicamente, o 

extrato obtido foi quantificado pelo método de Bradford e submetido à eletroforese de 

proteína em gel de poliacrilamida (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels, Bio-Rad, 

USA). 

Análise estatística 

Para a análise estatística foi utilizada a pontuação máxima de cada marcador obtido de 

todas as marcações disponíveis de cada caso. Os sinais de QIF entre os compartimentos 

analisados utilizando as funções de regressão e correlação linear e serão expressas como 

coeficientes de regressão/correlações. As características dos pacientes serão comparadas 

pelo teste t de Student para variáveis contínuas e teste de qui-quadrado para variáveis 

categóricas. Funções de sobrevida global serão comparadas usando a estimativa de 

Kaplan-Meier, e a significância estatística será determinada pelo teste de log-rank. As 

análises uni e multivariadas serão realizadas pelo método de regressão de COX para 

idade, tamanho do tumor, tabagismo, estadiamento clínico e subtipo histológico. Para 

ajustar as correlações entre os marcadores, três modelos multivariados independentes 

serão gerados. Pressupostos da proporcionalidade pelos modelos de Cox serão 

confirmados através da geração de curvas de estimativa de Kaplan-Meier para variáveis 

dicotomizadas e observando há intersecção entre as curvas. Valores de P menores que 

0,05 serão considerados estatisticamente significativos. As análises estatísticas serão 
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realizadas utilizando Software Pro JMP (versão 9.0.0 de 2010, SAS Institute Inc, Cary, 

NC) e GraphPad Prism v6.0 para Windows (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA). 

7.3. Resultados Parciais e Discussão 

Titulação e validação do protocolo de QIF singlplex para o anticorpo CSF1R. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Mapa do TMA controle utilizado para as análises de QIF. 

 

✓ CSF1R (Abnova, clone SP211) - YTMA-359 

Singleplex: CSF1R e citoqueratina (CK) 

Buffer: EDTA 

Canal para CSF1R (Cy5) 

Amostras normalizadas pela expressão de DAPI no núcleo. 

 

Titulação: As lâminas foram escaneadas em microscópio de fluorescência através do 

software AquaAquisition e analisades no software AquaAnalyses. O resultado 

encontrado representa um score quantitativo para cada spot de TMA. Em seguida para a 

representação gráfica da titulação foram definidos um cut off dos 10% scores baixos e 

10% de escores altos encontrados. É possível observar que os melhores dinamic range 

são obtidos nas diluições de 1/100 e 1/500. A análise posterior das imagens demonstrou 

que a diluição mais concentrada (1/100) apresenta mais background e marcação 

inespecífica. Portanto a diluição escolhida foi de 1/500.      
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Distribuição das diluições que apresentaram o melhor dinamic range. 

 

Figura 2: Titulação do anticorpo anti-CSF1R (clone SP211, Abnova). 

 



103 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Quantitative Immunofluorescence analyses para CSF1R. Imagens representativas de 

spots avaliados. Os tecidos tonsila e placenta apresentam maiores expressão de CSF1R, 

enquanto músculo não apresenta expressão para esse marcador. 

 

1/100 

SPOT 36: SCORE: 13960,04  

1/500 

SPOT 36: SCORE: 3857,13   

1/2500 

SPOT 36: SCORE: 990,0109  

Tonsila CK CSF1R DAPI 

Placenta CK CSF1R DAPI 

1/100 

SPOT 20: SCORE: 1029,056 

1/500 

SPOT 24: SCORE: 216,1846  

1/2500 

SPOT 20: SCORE: 108,8498 

Músculo CK CSF1R DAPI 

1/100 

SPOT 38: SCORE: 356.6316  
1/500 

SPOT 38: SCORE: 446.7324 

1/2500 

SPOT 38: SCORE: 67.08443 
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Figura 4: Análise de regressão linear. Coeficientes próximos a 1 representam excelente 

reprodutibilidade, melhor performance do anticorpo entre as diluições avaliadas e menor 

variação da expressão do marcador no tecido que está sendo avaliado. 

1/500 

1/100 

1/2500 

1/100 

1/100 

1/5000 
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✓ CSF1R (Cell Signaling Tecnology, clone E7S2S)  Tonsil array 345_5 

Singleplex: CSF1R e citoqueratina (CK) 

Buffer: EDTA pH 8,0 Recuperação em calor úmido pressurizado  

Canal para CSF1R (Cy5) 

Amostras normalizadas pela expressão de DAPI no núcleo. 

 

 

 

 

Figura 5: Titulação de CSF1R. A linhagem celular U937 foi estimulada com IL-10 a 10ng/ml 

ou 25ng/ml para aumentar a expressão de CSF1R. A expressão de CSF1R foi detectada por 

QIF. 

U937 CONTROL U937 + IL-10 10ng/mL U937 + IL-10 25ng/mL 
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✓ Validação e optimização de protocolo para CSF1R. 

- Foram titulados três anticorpos para a proteína CSF1R, os dois primeiros apresentados 

anteriormente: CSF1R (Rabbit, Abnova, clone SP211) e M-CSFR (Rabbit, Cell 

Signaling Technology, clone E7S2S) e um terceiro também da empresa Cell Signaling 

Technology com o clone D309X, Rabbit anti-CSF1R. Os anticorpos da CST não 

recebiam indicação para uso em material parafinado, enquanto o anticorpo de clone 

SP211 da empresa Abnova era indicado.  O anticorpo de clone D309X não apresentou 

qualquer marcação em nenhuma das diluições de 1/100, 1500, 1/1000, 1:2500 e 1:5000, 

portanto, não foi incluído para as demais análises e seus resultados não foram 

apresentados.     

- Analisando os desempenhos dos anticorpos de clone SP211 e o E7S2S, podemos 

observar que o primeiro anticorpo na sua diluição ótima de 1/500 obteve score máximo 

na faixa de 9.000 unidades arbitrarias enquanto o anticorpo E7S2S na diluição ótima de 

1/1000 foi encontrado score máximo na faixa de 14.000. Ambos os anticorpos 

apresentaram marcação nos órgãos que expressam CSF1R, tais como placenta, tonsila, 

testículo e fígado, enquanto músculo, controle negativo para CSF1R apresentou-se 

negativo. Como foi realizada a titulação dos anticorpos em diferentes TMA, não foi 

possível analisa-los comparativamente. Para isso foram feitas novas análises usando 

dois diferentes TMA, no intuito de avaliar também a reprodutibilidade do ensaio. 

 

✓ CSF1R (Cell Signaling Tecnology, clone E7S2S) e CSF1R (Abnova, clone 

SP211)  

TMA utilizados: 359-4 (mapa apresentado anteriormente) e 372 (controle para células 

mielóides). 

Singleplex: CSF1R (CST ou Abnova) e citoqueratina (CK) 

Buffer: EDTA pH 8,0 Recuperação em calor úmido pressurizado. 

Canal para CSF1R (Cy5) 

Amostras normalizadas pela expressão de DAPI no núcleo. 

 Table 1: Mapa do TMA – 372, composto por tecidos e diferentes linhagens celulares.

Pulmão Bexiga Tonsila Baço Linfonodo HL60 KG1     Músculo Fígado Placenta KG1 
Pulmão Bexiga Tonsila Baço Linfonodo HL60 KG1   Músculo  Fígado Placenta Jurkat 
Pulmão Bexiga Tonsila Baço Linfonodo HL60 KG1   Músculo Fígado Placenta Ramos 

Pulmão Bexiga Tonsila Baço Linfonodo RT4 KG1 
HPB 
ALL U937 Músculo Fígado Placenta THP-1 

Pulmão Bexiga Tonsila Baço Linfonodo RT4 KG1 
HPB 
ALL U937 Músculo Fígado Placenta U937 

Pulmão Bexiga Tonsila Baço Linfonodo RT4 KG1 
HPB 
ALL U937 Músculo Fígado Placenta HL60 
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Figura 6: Análise de regressão linear e distribuição entre os anticorpos anti-CSF1R (1/500, 

clone SP211, Abnova) e anti-CSF1R/M-CSF (1/1000, E7S2S, Cell Signaling Technology). 

O resultado obtido na análise de regressão (R² =0,0002) dos scores de QIF utilizando 

slides consecutivos do TMA-359 demonstra que não houve nenhum grau de 

comparação entre os dois anticorpos utilizados para a proteína CSF1R. Era esperado 

que os diferentes anticorpos pudessem apresentar padrões razoavelmente variados de 

expressão para a proteína alvo, uma vez que é sabido que a afinidade dos anticorpos 

pode variar a depender da sequência de aminoácidos dos peptídeos utilizados para a 

produção de cada anticorpo, o que pode resultar em uma maior ou menor avidez de 

ligação entre a proteína alvo e seu anticorpo, também, as diluições ótimas para cada 

anticorpo diferiram numa razão de 1:2. No entanto, o coeficiente de regressão 

encontrado levantou a possibilidade de um desses anticorpos estar apresentando 

marcação inespecífica, lote contaminado ou erro na fabricação do anticorpo. 



108 
 

 

 

Figura 7: Análise de regressão linear e distribuição entre os anticorpos anti-CSF1R (1/100, 

clone SP211, Abnova) e anti-CSF1R/M-CSF (1/1000, E7S2S, Cell Signaling Technology). 

 

Nessa segunda análise, realizada na mesma bateria do que a anterior e utilizando o 

TMA-372, composto por diferentes tecidos e linhagens celulares, podemos observar 

também através do coeficiente de regressão (R² = 0,0136) que não houve nenhum grau 

de comparação entre os anticorpos avaliados. Em conjunto, esses dados demostram que: 

(1) os anticorpos avaliados não produziram nenhum grau de reprodutibilidade e 

comparabilidade na expressão de CSF1R, (2) as diferenças na expressão da proteína 

alvo que poderia ser encontrada entre um corte serial e o seu consecutivo de um dado 

TMA não refletem os resultados encontrados, uma vez que foram utilizados dois TMAs 

diferentes e os resultados obtidos refletem a mesma discrepância entre os anticorpos 

avaliados. (3) No TMA-372 a presença de linhagens celulares mieolóide, como por 

exemplo, a THP-1 (células de leucemia monocítica aguda, portanto, positiva para 

CSF1R), revelou expressão positiva de CSF1R apenas para o anticorpo da CST (clone 

E7S2S), enquanto o anticorpo da Abnova (clone SP211) apresentou-se negativo. (4) Os 

spots referentes a tecidos continuam sendo positivos para ambos os anticorpos, mas 

apresentaram padrões diferentes de marcações para os mesmos.      
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Figura 8: Quantitative Immunofluorescence analyses para CSF1R. Imagens representativas de 

spots avaliados.Imagens representativas evidenciando marcação positiva de CSF1R para THP-1 

apenas para o anticorpo da CST. No linfonodo o anticorpo da empresa Abnova apresenta 

marcação difusa e um número elevado de células, enquanto o anticorpo da CST apresenta 

marcação mais discreta. 

 

✓ CSF1R (Cell Signaling Tecnology, clone D309X)  

TMA utilizados: 359-4 (mapa apresentado anteriormente)  

Singleplex: CSF1R e citoqueratina (CK) 

Buffer: EDTA pH 8,0 Recuperação em calor úmido pressurizado. 

Canal para CSF1R (Cy5) 

Amostras normalizadas pela expressão de DAPI no núcleo. 

THP-1 CSF1R DAPI 

CSF1R CST 

SPOT 4 

CSF1R Abnova 

THP-1 

Linfonodo CSF1R DAPI 

CSF1R CST 

SPOT3 
CSF1R Abnova 

SPOT3 
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Figura 9: Titulação do anticorpo anti-CSF1R (clone D3O9X, Cell Signaling Technology). 

 Na tentativa de verificar as discrepâncias encontradas na expressão de CSF1R entre os 

anticorpos avaliados um terceiro anticorpo foi titulado. No entanto, o mesmo não 

apresentou marcação quando utilizado em material parafinado.  

 

✓ Western Blotting  

Extrato proteico foi obtido de duas linhagens celulares (Bewo e THP-1) para análise da 

expressão de CSF1R pelos anticorpos testados para QIF. Bewo é uma linhagem celular 

humana de coriocarcinoma que apresenta os maiores níveis de expressão de RNA 

mensageiro (118,6 Transcripts Per Kilobase Million (TPM) para CSF1R, seguida na 

terceira posição pela TPH-1 (11.2 TPM), que é uma linhagem humana de leucemia 

monocítica aguda, dentre 64 diferentes linhagens celulares avaliadas e disponíveis 

(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000182578-CSF1R/cell). Análise da expressão 

proteica de CSF1R foi avaliada utilizando os três anticorpos citados anteriormente. 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000182578-CSF1R/cell


111 
 

 

Figura 10: Western blotting das linhagens celulares Bewo e THP-1. Os três anticorpos com 

seus respectivos clones e marcas foram utilizados na mesma diluição de 1/1000. Anticorpo 

secundário anti-Rabbit HRP foi utilizado na diluição de 1/2000.  

 

Os resultados obtidos demonstram que o anticorpo anti-CSF1R da empresa Abnova 

detectou na linhagem celular Bewo uma proteína de aproximadamente 45 κDa e na 

linhagem THP-1 duas bandas de aproximadamente 30 e 45 κDa. Ambos os anticorpos 

da CST de diferentes clones detectaram na linhagem Bewo três diferentes bandas entre 

100 e 175 κDa, enquanto na linhagem THP-1 os mesmos anticorpos apresentaram 

expressão um pouco variada nessa mesma faixa de peso molecular. O anticorpo de 

clone D3O9X também apresentou uma expressão fraca na faixa de aproximadamente 45 

κDa. 

A proteína CSF1R consiste de 972 aminoácidos e massa molecular de aproximadamente 

108 κDa, que devido a modificações pós-translacionais que incluem fosforilação, 

glicolisação e aquisição de N-oligossacarídeos, tem seu peso molecular aumentado. 

Durante o transporte intracelular da proteína para a membrana plasmática, a adição de 

N-oligossacarídeos aumenta o peso molecular da proteína CSF1R expressa na 

membrana para 150 κDa. Diante dos achados, podemos concluir que os anticorpos de 

clone E7S2S e D3O9X, ambos da empresa CST, detectaram fragmentos proteicos nas 

faixas de pesos moleculares esperados para a proteína CSF1R, enquanto o anticorpo 

anti-CSF1R de clone SP211 demonstrou expressão da proteína alvo em uma faixa 

completamente diferente. Para confirmação dos achados descritos foi realizado o 

silenciamento gênico de CSF1R e avaliação do seu transcrito proteico. .        
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✓ Silenciamento de CSF1R em na linhagem de células Bewo através de 

siRNA.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Silenciamento de CSF1R. 2 x 105 células da linhagem Bewo foram plaqueadas em 

placas de 6 poços. A transfeção foi realizada utilizando três diferentes siRNA na concentração 

35pmol em combinação com Lipofectamine 2000TM. 

  

A transfecção de siRNA para as células Bewo foi realizada e a expressão da proteína 

detectada através dos anticorpos anti-CSF1R de clones SP211 e E7S2S. No primeiro 

anticorpo podemos observar, assim como o western blotting anterior, a expressão de 

uma banda proteica única de aproximadamente 45 kDa em todas as amostras, não sendo 

observado portanto em nenhum dos três siRNA utilizados o silenciamento de CSF1R. 

Em contrapartida, o anticorpo de clone E7S2S apresentou nas amostras controle 

negativo e sem siRNA a mesma expressão esperada de CSF1R do western blotting 

anterior e os três siRNA utilizados apresentaram quantidades expressivas de 

silenciamento da proteína alvo. O anticorpo de clone D3O9X não foi utilizado, pois o 

mesmo não apresentou marcação no ensaio de QIF, assim não seria utilizado em ensaios 

posteriores. Em conjunto esses dados demonstram que o anticorpo fabricado pela 

empresa Abnova de clone SP211 para a proteína CSF1R não corresponde à proteína 

alvo em questão, enquanto o segundo anticorpo apresentou os achados esperados de 

expressão e silenciamento da proteína. Esses resultados justificam as discrepâncias 

encontradas nas análises de QIF quando não foi observada uma correspondência nos 

scores e na expressão da proteína alvo nas amostras avaliadas. 

Negative 

 Control 

No 

SiRNA 
CSF1R  

SiRNA 1 
CSF1R  

SiRNA 2 

CSF1R  

SiRNA 3 

CSF1R mAb Rabbit (SP211) Abnova, 1:1000 

̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̴̳̳̳̳̳̳ ̴̴̴̴̴̴̴̳45 kDa 

Negative 

 Control 
No 

SiRNA 

CSF1R  

SiRNA 1 

CSF1R  

SiRNA 2 
CSF1R  

SiRNA 3 

CSF1R mAb Rabbit (E7S2S) Abnova, 1:1000 

175 kDa 

100 kDa 

̴̴̴̴̴̴̴̳α-Tubulina 

50 kDa 

̴̴̴̴̴̴̴̳ α-Tubulina 

50 kDa 
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Titulação e validação do protocolo de QIF singlplex para o anticorpo:IL-34. 

 

✓ IL-34 (Novus Bio, clone 1D12)  YTMA_359_4_5 

Singleplex: IL-34 e citoqueratina (CK) 

Buffer: EDTA pH 8,0 em calor úmido pressurizado 

Canal para IL-34 (Cy5) 

Amostras normalizadas pela expressão de DAPI no núcleo. 

 

Figura12: Titulação de IL-34. 

 

 

 

Tonsila IL-34 DAPI 

Score: 3968.751 

Score: 3968.751 
1/100 

Score: 581.4111 
1/500 

Score: 266.8331 
1/1000 
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Figura 13: Quantitative Immunofluorescence analyses para IL-34. Imagens representativas de 

spots avaliados para cada diluição. IL-34 apresenta expressão em células endoteliais e algumas 

células inflamatórias. 

Considerando os valores obtidos de scores de QIF e as análises de regressão realizadas, 

a diluição de 1/500 apresentou melhores scores com marcação específica sem a 

obtenção de tanto background quando comparado às demais diluições. Infelizmente não 

foi possível realizar a validação do anticorpo através de silenciamento de IL-34 na 

linhagem NTERA-2. Todavia, a realização de protocolo multiplex utilizando 

CSF1R/IL-34/CK/DAPI demonstrou promissores resultados. O anticorpo escolhido 

para CSF1 não mostrou bons resultados em material parafinado, assim novos anticorpos 

devem ser testados.  

7.4. Conclusão parcial 

A validação criteriosa de anticorpos através de diferentes técnicas em estudos de 

pesquisas ou mesmo para a clínica mostra-se rigorosamente aconselhável, sobretudo, 

quando se utilizada material parafinizado. Podemos observar que os resultados obtidos 

pela marcação do anticorpo anti-CSF1R (clone SP211, Abnova), indicado para material 

parafinizado, mostraram-se inespecíficos. Inicialmente a interpretação dos resultados 

com esse anticorpo nos levava a crer corretos, uma vez que o padrão de marcação 

observada nos órgãos e células correspondia com a literatura, no entanto, quando 

confrontamos esses dados com um segundo anticorpo anti-M-CSF (clone E7S2S, Cell 

Signaling Technology) eles mostraram-se discordantes. A análise posterior de western 

blotting e silenciamento de CSF1R nos revelou que o primeiro anticorpo testado não 

identificava a proteína alvo sugerida pela empresa. O segundo anticorpo testado, mesmo 

não sugerido pela empresa para uso em material parafinizado, mostrou-se com bom 

desempenho para a técnica de QIF e mais importante com a identificação correta da 

proteína alvo. Ainda, cabe ressaltar que o terceiro anticorpo testado, também não 

indicado para material parafinizado, embora tenha mostrado marcação específica para 

CSF1R na técnica de western blotting teve desempenho negativo em material 

parafinizado, sendo então descartado devido ao propósito do estudo. Estudos futuros 

Score: 171.6044 
1/2500 

Score: 211.8673 
1/5000 

Score: sem score 
Controle neg 
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serão realizados com a validação das demais proteínas alvos, protocolos de multiplex 

quantitative immunofluorescence e a avaliação da via de CSF1R em câncer de pulmão.  
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8. ANEXOS 

Anexo 1: Certificado do Comité de Ética em Experimentação Animal (CEUA/UFMG) 

          UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

 CEUA 

        COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

                                                      

CERTIFICADO 

Certificamos que o Protocolo nº. 261/2012, relativo ao projeto intitulado “Avaliação do 

infiltrado inflamatório do carcinoma mamário murino 4T1 após o tratamento com talidomida”, 

que tem como responsável Geovanni Dantas Cassali, está de acordo com os Princípios Éticos 

da Experimentação Animal, adotados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunião de 13/09/2012. Este certificado espira-se em 

13/09/2017. 

CERTIFICATE 

We hereby certify that the Protocol nº. 261 / 2012, related to the Project entilted 

“Inflammatory infiltrate evaluation in murine 4T1 mammary carcinoma after thalidomide 

treatment.”, under the supervision of Geovanni Dantas Cassali,  is in agreement with the 

Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal 

Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 13/09/2012. This certificates expires in 

13/09/2017. 

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS 

Coordenador(a) da CEUA/UFMG 

Belo Horizonte, 
13/09/2012. 

 
Atenciosamente. 

 Sistema CEUA-UFMG 
 https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/ 

Universidade Federal de Minas Gerais 

Avenida Antônio Carlos, 6627; Campus Pampulha 

Unidade Administrativa II; 2º Andar, Sala 2005 

Cep: 31270-901; Belo Horizonte, MG; Brasil 

Telefone: (31) 3499-4516; Fax: (31) 3499-4592 

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufmg.br
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Anexo 2: Comprovante de submissão do artigo 2 para o período Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia. 

 


