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Efeitos do meio condicionados de macrofagos sobre a migracao de fibroblastos e de células
de carcinoma espinocelular oral.
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O microambiente tumoral € definido como um conjunto de células e moléculas que séo
recrutadas/liberados pelas células tumorais. Macrofagos associados a tumores (TAMS)
possuem um papel chave na progressdao tumoral e podem adquirir fenétipos distintos,
denominados M1 e M2. O fen6tipo M1 é descrito na literatura como antitumoral; ja 0 M2 esta
relacionado a um pior prognostico em Vvarios tipos de tumores. Nossa hipdtese é de que 0s
macrofagos podem influenciar os processos de migracdao celular modulando a progresséo e
invasdo tumoral. Nosso objetivo foi analisar os efeitos de meios condicionados derivados de
macrofagos (CM) sobre o processo de migracdo de fibroblastos e células de carcinoma oral.
Mondcitos foram isolados a partir de sangue periférico, cultivados em RPMI suplementado
com soro fetal bovino (FBS 10%), antibidticos e fator estimulador de colénias de macr6fagos
(20ng/ml) por sete dias. Apds este periodo, adicionou-se ao meio IFNy (20ng/ml) para
diferenciacdo em ML1; IL-4 (20ng/ml) para diferenciacdo em M2 ou se manteve o meio RPMI
para obtencdo de macrofagos ndo diferenciados (MO). Apo6s 48 horas de diferenciacdo, 0s
subtipos de macréfagos foram cultivados em meio RPMI por 24h, sendo este meio
condicionado coletado e armazenado (-80°C). A verificacdo da efetiva polarizacdo foi
realizada por citometria de fluxo usando marcadores de superficie CD11b + (M1), CD68 +
(macrofagos) e CD163 + (M2). Para analisar os efeitos dos MCs sobre a migracdo tumoral,
foram realizados ensaios de migracdo com a linhagem de fibroblastos (3T3) e de células
tumorais orais (SCC25), estas foram plaqueadas em fibronectina (2pg/ml) na presenga dos
CM (M1, M2, M0) ou somente em RPMI. As células foram acompanhadas por meio de video
time-lapse durante 20 horas com fotos a cada 10 minutos. Utilizando o programa ImageJ as
celulas foram rastreadas individualmente e os valores foram utilizados para quantificar a
velocidade de migracdo e a direcionalidade e submetidos a andlise estatistica. Nas células
tumorais, observou-se que M1-CM induziu diminui¢do da velocidade de migragdo em 37%
(n=3, p <0,001), enquanto M0-CM aumentou a velocidade em 17% (n=3, p = 0,01), quando
comparado com o respectivo controle. Os efeitos do meio M2-CM estd em andamento. Para
fibroblastos, ndo se observou efeitos expressivos dos meios condicionados de macrofagos
polarizados sobre a migracdo celular. Estes dados preliminares indicam que meio
condicionado de macréfagos polarizados pode levar a alteracdes no perfil de migracédo celular
em células tumorais, 0 que ndo é observado com tanta relevancia nos fibroblastos. Estas
alteracOes provavelmente se relacionam com o perfil de citocinas liberadas pelos macréfagos
e sua atuacao sobre receptores nas células.
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