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Evaluation of the activity of macrophages exposed to the supernatant of MCF-7 spheroids treated with avel6s
and janauba latex

Eixo Tecnolégico: Ambiente e Salde

Resumo

O cancer de mama (CM) ¢ uma das malignidades mais comuns detectadas entre mulheres em idade reprodutiva.
Esse distlirbio é o segundo tipo de cancer mais comum no mundo, além de ser a segunda causa de morte por cancer
no mundo. O CM ¢ uma doenga complexa, caracterizada por varios graus de heterogeneidade no microambiente
tumoral (MT). O MT apresenta uma complexa estrutura que envolve células tumorais, células do sistema imune,
fibroblastos, células do endotélio e uma gama de citocinas. Todas estas interagdes acabam por propiciar a base
necessaria para o desenvolvimento tumoral, como autossuficiéncia, a angiogénese, inflamagdo, imunossupressao
e metastase. Além dos tratamentos convencionais para 0 CM, novos avangos tém prolongado e melhorado a vida
destas pacientes. No entanto, ainda se houve entre os pacientes rumores sobre curas milagrosas por tratamentos
nio convencionais, como as plantas. Garrafadas preparadas com os latex de avelds (AV) e janauba (JN), sdo
conhecidos como o “leite que cura o cancer”. Em nossos estudos foi possivel demonstrar que a exposi¢do de uma
linhagem de cancer de mama, a MCF-7, aos latex estimulou a proliferagdo destas células in vitro, além de estimular
a produgdo de genes para citocinas supressoras da resposta imune em cultura 2D e 3D. Diante disso, 0 nosso
objetivo nesta fase do trabalho foi avaliar o efeito do sobrenadante das MCF-7 tratadas com os dois tipos de latex
sobre a atividade de uma linhagem de macréfagos, a J774. Os resultados sugerem que inicialmente a J774 séo
estimuladas pelo latex, porém a exposi¢ao prolongada leva o declinio da atividade destas células in vitro.

Palavras-chave: Cultura 3D, MCF-7, macrdfagos, extrato de plantas.

Abstract

Breast cancer (BC) is one of the most common malignancies detected among women of reproductive age. This
disorder is the second most common type of cancer in the world, in addition to being the second cause of cancer-
related deaths in the world. BC is a complex disease characterized by varying degrees of heterogeneity in the tumor
microenvironment (TM). The TM has a complex structure involving tumor cells, immune system cells, fibroblasts,
endothelial cells, and a range of cytokines. These interactions provide the necessary basis for tumor development,
such as self-sufficiency, angiogenesis, inflammation, immunosuppression, and metastasis. In addition to
conventional treatments for BC, new advances have prolonged and improved the lives of these patients. However,
there have still been rumors among patients about miraculous cures through unconventional treatments, such as
plants. Bottles prepared with the latex of avelds (AV) and janatba (JN) are known as the “milk that cures cancer.”
In our studies, it was possible to demonstrate that the exposure of a breast cancer cell line, MCF-7, to latex
stimulated the proliferation of these cells in vitro, in addition to stimulating the production of genes for cytokines
that suppress the immune response in 2D and 3D cultures. Therefore, our objective in this phase of the work was
to evaluate the effect of the supernatant of MCF-7 treated with the two types of latex on the activity of a
macrophage cell line, J774. The results suggest that J774 are initially stimulated by latex, but prolonged exposure
leads to a decline in the activity of these cells in vitro.
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1. Introducéo

O consumo inadequado de plantas medicinais pela populacao tem sido alvo de pesquisas e
programas governamentais de conscientizagdo. O uso de plantas medicinais, assim como a
automedicagdo ¢ uma pratica comum em diferentes camadas da sociedade, mas principalmente
naquelas popula¢des com menor poder socioecondmico. Isto se deve principalmente pelo baixo
custo e facil acesso a diferentes tipos de plantas e diferentes tipos de preparagoes.

O cancer de mama (CM) ¢ uma das malignidades mais comuns detectadas entre mulheres
em idade reprodutiva. Esse distarbio ¢ o segundo tipo de cancer mais comum no mundo, além
de ser a segunda causa de morte por cancer [1,2]. O CM ¢é uma doenca complexa, caracterizada
por varios graus de heterogeneidade no microambiente tumoral (MT) [3].

O microambiente tumoral (MT) foi classificado desta forma pelas propriedades nicas que
o diferem dos tecidos normais do organismo pela sua autossuficiéncia. Isto ¢ devido a complexa
estrutura que envolve células tumorais, células imunes, fibroblastos, células do endotélio e uma
gama de citocinas produzidas por estas células ou por outras na periferia. Todas estas interagdes
acabam por propiciar toda a base necessaria para o desenvolvimento tumoral como a
angiogénese, inflamagdo, imunossupressdo e metastase [4].

Os macrofagos associados a tumor (TAMs) sdo células mieloides que estdo presentes no MT
e atuam como células envolvidas na progressao do tumoral. Devido ao seu papel na resposta
imune inicialmente, estas acabam por secretar moléculas como o VEGF (fator de crescimento
vascular endotelial) promovendo assim angiogénese € modulando o ambiente em hipoxia. Os
TAMs também secretam quimiocinas, fatores de crescimento como EGF que facilitam a
invasdo de células tumorais e a interacdo com linfocitos TCD4 e TCDS8, diminuindo suas
capacidades de antitumorais. Ademais esses macrofagos possuem capacidade de remodelar a
membrana extracelular (MEC) gerando assim resisténcia a medicamentos neopldsicos, como a
doxorrubicina utilizado no tratamento de cancer de mama [4,5].

Os macrofagos sao células plasticas que podem se apresentam em dois tipos diferentes de
fenodtipos: M1 e M2. As células tipo M1 (ativagao cléassica), produzem citocinas tipo 1 pro-
inflamatorias, sdo apresentadoras de antigenos e possuem atividade antitumoral, destruindo as
células cancerigenas por fagocitose ou citotoxicidade. J& as células M2 (ativacao alternativa)
produzem reparo e crescimento tecidual, também geram citocinas tipo II, respostas anti-
inflamatoérias e sdo conhecidas por favorecem o tumor (pro-tumorigénica). Diversos estudos
apontam a complexidade dos TAMs no cancer de mama e que inclusive células basais desse
tipo de cancer podem induzir fen6tipo M2 dos macrofagos [6,7]. Diversos estudos apontam a
complexidade dos TAMs no cancer de mama e que inclusive células basais desse tipo de cancer
podem induzir fenotipo M2 dos macréfagos [5,8].

A proposta deste trabalho foi avaliar o perfil de uma linhagem de macrofagos (J774) exposta
ao sobrenadante de células MCF-7 apds a exposi¢ao aos latex de avelds e janatba (natural e

filtrado).
2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

Linhagens celulares MCF-7 e J774.
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Paineis de citometria de fluxo usado na avaliagdo da atividade das J774 in vitro. J774
Marcador Fluorocromo Viabilidade 510 BV 480 (BD Biociences); F4/80 BUV 805 (BD
Biociences); CD11b BUV 615 (BD Biociences); CD11c APC-Cy 7 (BD Biociences); CD80
PE-Cy 7 (BD Biociences); CD86 APC (BD Biociences); IA/IE BV 711 (BD Biociences), PDL-
1 BUV 395 (BD Biociences) e Ki67 Alexa Fluor 647 (eBiociences).

Primers utilizados no gPCR: Expresséo de genes para citocinas IL-1a, IL-6, IL 10, IL-12p40,
IL 23, TNF-a, TGF-B, NFkB, VEGF, IDO

Imunofluorescéncia: Ki67 Alexa Fluor 647 (eBiociences), Faloidina Alexa Fluor 488
(eBiociences) e DAPI (Pharmingen).

2.2. Metodologia

Linhagens celulares. A linhagem celular da Michigan Cancer Fundation-7 (MCF-7) é uma
linhagem de células de adenocarcinoma de mama humano comumente usada para pesquisa de
cancer in vitro. A linhagem celular de macréfago murino (J774) é derivada de sarcoma de
reticulo de camundongo da linhagem BALB/c, e é geralmente utilizada para estudo da atividade
funcional de macrdéfagos in vitro e in vivo. As linhagens foram mantidas em garrafas de cultura
de 25 e 75 cm2 (NEST- China) até atingir confluéncia de 80%. O meio de cultivo utilizado para
a manutencdo das linhagens (meio completo) foi o DMEM (Sigma-Aldrich, USA), acrescido
de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil), 1% de antibidtico e antimic6tico (Thermo
Fisher-USA) e 2% de glutamina (Sigma Aldrich, USA). As garrafas permaneceram em
incubadora com 5% de CO2 a 37°C.

Extracdo do leite do avel6s (Euphorbia tirucali) e da janatba (Synadenium grantii). Os
latex foram obtidos de arvores plantadas no Espaco Mandala (Horto de Plantas Medicinais da
Unicamp) no periodo da manha. A diluicdo dos latex foi de 16 gotas de avelds e 32 gotas de
janauba para 1L de agua mineral Nestle. Para extracdo dos latex foi feito um corte na folha ou
caule com um bisturi, as gotas foram coletadas diretamente em uma garrafa de &gua mineral de
1L que permaneceu em geladeira por uma noite. As solugdes foram denominamos de 100% de
avelos natural (AN) e janauba natural (JN), a partir destas as amostras foram diluidas em 50%
e 25%. Parte das amostras foram filtradas em filtro de café que foi esterilizado em autoclave,
as solucdes filtradas foram denominadas (AF e JF). Nesta fase do estudo, utilizamos somente
as solucdes de 100%.

Ensaio de Viabilidade Celular pelo método do MTT. Foram utilizadas células da
linhagem J774 distribuidas em placas de 96 pocos em uma concentracao de 1x105 células/ml.
Depois de 12 horas de incubacdo, os pocos receberam os latex AN, AF, JN e JF 100%. O MTT
foi diluido em PBS na concentragdo de 5 mg/ml e depois acrescido em DMEM, onde a
quantidade foi calculada baseando-se na proporcao de 150 uL/pogo de DMEM. A solucéo final
foi acrescentada em cada poco, onde houve o tratamento, na quantidade de 170 uL/po¢o (20 uL
do composto MTT + 150 uL de meio completo). As placas foram incubadas por 4 hora na estufa
a 37° C com atmosfera de 5% de CO2. Apos a incubacdo, a solucgéo foi retirada e adicionado
100 uL/poco de DMSO (dimetilsulfoxido de dimetilo). O equipamento utilizado para leitura da
densidade optica foi o leitor de microplacas Biotek Synergy HT no Instituto de Biologia
(Unicamp), no comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram analisados om o auxilio
do Prism GraphPad Software Inc.

Imunofenotipagem da linhagem J774. A caracterizagdo da J774 foi realizada por
citometria de fluxo pela marcacao de moléculas de superficie expressas por macréfagos naturais
e tratados com o sobrenadante dos esferoides de MCF-7. A linhagem J774 foi avaliada quanto
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a sua viabilidade com o marcador BV480 e expressao de moléculas de superficie como F4/80,
CD11b, CD11c, CD80, CD86, MHC Il e o receptor PDL-1. As células foram distribuidas em
placa de 24 pocos (Nest, China), na concentracdo de 1x105 células/mL. Os pocos foram
incubados e estimulados ou ndo com lipopolissacarideo (LPS) 1ng/mL por 4 horas. Apds este
periodo as células foram marcadas com anticorpos para os diferentes marcadores, e analisados
no citdmetro FACSymphony A5 (Instituto de Biologia, Unicamp).

Avaliacdo morfoldgica das células MCF-7 in vitro (Cultura 2D). A linhagem MCF-7 foi
distribuida em placas para microscopia confocal com fundo de laminula (Perfecta, Brasil) em
meio de cultura DMEM completo. As placas permaneceram na incubadora de CO2 para adeséo
das células por 12 horas, apés este periodo, cada placa recebeu o seu tratamento especifico (AN,
AF, JN e JF 100%) e foram incubadas por 24 horas. Para avaliar a morfologia das células apds
os tratamentos, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 5 minutos. O
citoesqueleto foi corado com um marcador dos f ilamentos de actina, a Faloidina Alexa Fluor
488 (Thermo Fisher, USA). O nucleo foi marcado com um corante de DNA, o DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride). Depois desse periodo, os esferdides foram
avaliados no Microscopio de Fluorescéncia Invertido Zeiss (Carl Zeiss AG, Germany) do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotonica aplicada a Biologia Celular (INFABIC).
As imagens foram analisadas pelo software ImageJ Fiji.

Avaliacéo funcional das J774. Os esferdides de MCF-7 foram produzidos ap6s 4 dias de
incubacdo, em meio contendo metilcelulose. Os esferdides foram expostos ao latex de avelds
(AN e AF 100%) e a janauba (JN e JF 100%) por um periodo de 24 e 48 horas. Os pocos
receberam uma dose dos latex 50uL (24h) e duas doses 100uL (48h). Ao mesmo tempo, foi
preparado uma placa de 24 pogos contendo 1x105 células/mL da linhagem J774 que foi tratada
com os diferentes sobrenadantes. Apos 24h de incubagdo em estufa a 37°C e atmosfera de 5%
de CO2, as células J774 foram avaliadas quanto aos marcadores de superficie por citometria de
fluxo (Tabela 1). Os diferentes tratamentos e os FMO foram analisados no citbmetro
FACSymphony A5 (Instituto de Biologia, Unicamp). Neste experimento, parte das J774
tratadas foram armazenadas em Trizol (Sigma-Aldrish, USA) para avaliacdo da expressao do
perfil de genes ap6s os tratamentos. O material foi mantido em biofreezer a -80°C para
preservacdo do material de estudo.

3. Resultados e Discussao

1. O tratamento com os latex de avelos e janauba diminuem a viabilidade das J774 in vitro.
Neste ensaio objetivamos avaliar a viabilidade dos macrofagos tratados com os latex natural e
filtrados (AN, AF, JN e JF 100%). A figura 1A demonstra uma imagem microscopica
representativa das J774 que foram tratados ou nfo com os latex. E possivel observar na imagem
do controle (sem tratamento) que a J774 tem morfologia esférica quando em cultura. A imagem
J774 tratada com o latex demonstra que a J774 apresenta uma morfologia diferente quando
comparado a imagem controle. A figura 1B demonstra os resultados da viabilidade celular por
MTT das J774 expostas aos latex de avelos e janauba, natural e filtrados na diluicdo que
consideramos 100% (16 gotas do latex de avelds em 1 litro de &gua mineral, e 32 gotas do latex
de janaiba em 1 litro de 4gua mineral). Os resultados mostram que tanto o avelds quanto a
janadba, natural ou filtrada, afetam a viabilidade da J774 in vitro, quando comparado aos
controles. E possivel observar que o LPS apresenta efeito proliferativo nesta linhagem, como
demonstrado na literatura [8].
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Fig. 1- Viabilidade celular da linhagem de macr6fago murino J774 por MTT ap06s
tratamento com os latex AN, AF, JN e JF 100%. (A) Imagem representativa da morfologia da
J774 com os tratamentos feito em microscopio dptico invertido. (B) Densidade Optica dos
cristais de formazam (MTT) produzidos pelas células em cultura tratadas com os latex. Os
graficos foram gerados pelo software Prisma GraphPad.
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Caracterizacdo fenotipica da linhagem J774

A Figura 2 mostra os principais marcadores expressos pela linhagem J774 que tem
importantes caracteristicas fenotipicas e morfoldgicas com os macréfagos naturais. Linhagens
celulares de macréfagos, sdo amplamente utilizadas em estudos imunolégicos e analises de
processos celulares como fagocitose e quimiotaxia [6,9]. Esta caracterizacdo nos permitird
avaliar o comportamento destas células quando estiverem no microambiente tumoral (MT). Por
iss0, a expressao dos marcadores foi avaliada nas células sem qualquer estimulo (J774) e nas
células estimuladas com LPS (J774+LPS). As figuras 2A e 2B demonstram a estratégia de
analise da citometria utilizando o software FlowJo.

A caracterizacdo da J774 foi realizada por citometria de fluxo, pela marcacdo de moléculas
de superficie expressas por macrofagos naturais. O marcador de viabilidade celular, BV480 foi
utilizado para separar as células vivas que expressavam o principal marcador de macrofagos, o
F4/80. O marcador F4/80 € expresso pela maioria dos macréfagos teciduais, como 0s
macrofagos de pulméo, peritoniais, intestino, timo e bago [8]. A populacéo de células vivas e
positiva para F4/80 foram separadas pela expressdo dos marcadores CD11b e CD1lc. A
integrina CD11b regula a ades&o e migracao dos leucdcitos durante a resposta inflamatoria, por
isso foi utilizado por ser altamente expresso na superficie celular em células NK, neutréfilos,
monacitos e macréfagos. Ja o antigeno CD11c é expresso principalmente em macréfagos e
células dendriticas. As figuras 2C e 2F mostram que na J774 e J774+LPS existem duas
populagdes que sdo CD11b+CD11c+ (J774 1,79% e J774+LPS 2,76%) e CD11b+CD11c-
(J774 97,5% e J774+LPS 96,4 [9,10].

Este ensaio nos permitird conhecer o perfil destas células quando forem expostas aos
tratamentos e ao sobrenadante das células MCF-7, tanto na cultura 2D quanto na 3D [8,11].
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Fig. 2- Imunofenotipagem da linhagem de macrofago murino J774 incubada apenas com
meio DEMEM completo (J774) e com 1ng/mL de LPS (J774+LPS). (A e B) Estratégia de
separacgdo das células de interesse. (C e F) Separacao de células vidveis marcadas com F4/80
que expressavam CD11b e CD11c. (D e G) J774 CD11b+CD11c+ e CD11b+CD11c- que
expressam MHC Il e PDL-1. (E e H) J774+LPS CD11b+CD11c+ e CD11b+CD11c- que
expressam MHC Il e PDL-1. A porcentagem de células marcadas foram avaliadas por
citometria de fluxo.
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Fonte: (Autor, 2024).

Expressao de genes por g-PCR.

Avaliamos a expressdo génica por g-PCR de diferentes genes para citocinas pré e anti-
inflamatdrias envolvidos na ativacdo e pela criagdo de um ambiente supressor no
microambiente tumoral. Resultados anteriores obtidos por nosso grupo de pesquisa mostraram
que a linhagem de céncer de mama MCF-7 aumentou sua capacidade de proliferacdo, a
resisténcia ao medicamento antineoplasico doxorrubicina, além do aumento de citocinas que
contribuem com a progressao tumoral [10,11]. Isto nos levou a buscar novas informagdes sobre
a capacidade de interferir na resposta dos macrofagos. Os macréfagos, juntamente com as
células dendriticas sdo a base para iniciar a resposta inflamatdria e antitumoral. No entanto, se
as células tumorais estiverem recebendo estimulos proliferativos, isto pode diminuir a
efetividade destas células, tornando-as aliadas para a manutencdo, progressao tumoral e o
desenvolvimento de metastases [12,13]. avaliamos 0 maior nimero de genes que pudessem ser
expressos por macrofagos que estiveram em contato com substancias produzidas por células
tumorais tratadas com os latex de interesse. Os resultados mostraram que ha uma tendéncia a
expressdo de citocina envolvidas na progressao tumoral pelas J774 (Figura 3).
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Fig. 3- Expressdo génica de IL 23, TNF, IL 6 e 0 gene Rela na linhagem celular J774
incubadas com sobrenadante dos latex (AN, AF, JN e JF 100%) e o controle sem tratamento e
o controle LPS.
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Fonte: (Autor, 2024).
4. Considerac0es finais

Este trabalho esta avaliando o efeito do sobrenadante dos esferoides tratados com os latex
sobre uma linhagem de macro6fago, a J774 e sua diferenciagdo em subtipos de macréfagos M1
e M2. Este direcionamento foi devido a resultados anteriores que mostraram que as células
MCF-7 expressavam genes para citocinas como a IL-6, IL-10 e TGF- que sabidamente estéo
envolvidas na progressdo tumoral. A avaliacdo dos macr6fagos nos tem permitido encontrar
indicios que os latex de avel6s e janalba apresentam um efeito negativo sobre esta linhagem de
cancer de mama, e podem induzir a polarizagdo de macrofagos para o fenétipo M2. Além disso,
este estudo esta progredindo para geracéo de evidéncias sobre as implica¢fes do uso deste tipo
de garrafada para tratamento de cancer de mama. Os ensaios in vitro utilizando o cultivo 3D
pode mimetizar, em parte, 0 comportamento e resposta de macréfagos neste tratamento.
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