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Malignant melanoma writes its message in the skin
with its own ink and it is there for all us to see.

Some see but do not comprehend.

Neville Davis
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RESUMO

O melanoma cutaneo representa 1 a 3% de todas ogdasias
malignas. Sua incidéncia vem aumentando em vaaae do mundo,
inclusive no Brasil. Em 2005, conforme dados olstidm partir dos
Registros de Base Populacional de algumas grarej@tais brasileiras,
incluindo Porto Alegre, a incidéncia de melanomi@iceo chegou a 5,2 por
100 mil habitantes.

Sua forma metastéatica €, na maioria das vezegavely com taxas
de sobrevida em 5 anos menores que 5% e de sabmediana em torno
de 4 meses. O 6rgdo mais freqientemente acometidodpsseminacao
metastatica do melanoma cutaneo € o pulméao (18-36%)

O arsenal terapéutico disponivel para o tratameatdodoenca
avancada traz resultados insatisfatorios, estirdolan realizacdo de
estudos experimentais com novas drogas. Um modgeriemental com
bastante aplicabilidade para esses estudos é etdstases pulmonares de
melanoma cutaneo.

A linhagem celular selecionada para o experimeotoafvariante
F10 do melanoma murino B16. Seu cultivo em laboi@@presenta rapido
crescimento e € facilmente transplantada em canmgodoC57BL/6N,
com alta capacidade de disseminacdo metastatica.

Como as células tronco mesenquimais possuem efeito
imunomodulador, questiona-se se suas propriedadasossupressoras
podem ter como para-efeito o favorecimento do aresto tumoral.

O objetivo do presente estudo € observar a presimgaetastases
pulmonares de melanoma  murino B16-F10 desenvolvidas

experimentalmente em camundongos C57BL/6N, comeou & incluséao
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de células tronco mesenquimais de pulmdo de camgod@57BL/6N
transgénico.

Para tanto, dividiram-se 31 camundongos da cep®8IJ6K em 2
grupos, denominados grupo controle - 17 animaigrupo experimental -
14 animais.

Os animais do grupo controle receberam uma dosadodl de 3 x

109 células de melanoma murino B16-F10. J4 os camgudodo grupo

experimental receberam, além da dose de célulamali@noma murino,

uma dose individual de ®0células tronco mesenquimais de pulméo de
camundongo C57BL/6N transgénico.

Os camundongos foram inoculados no primeiro dig@xjmerimento
(dia 1) por via intravenosa e acompanhados at@ ansute (dia 28). Apos,
era feita a excisdo completa do pulmdo para adlidgstologica da
presenca ou ndo de metastases nesse 0rgao.

A comparacdo entre 0s dois grupos nao mostrou edifer

estatisticamente significativa € 0,05).
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SUMMARY

Cutaneous melanoma has an incidence rate of 1 t@r@&ng all
malignant neoplasms. In Brazil and several counitgeincidence rate has
been increasing. In 2005, according to data frolf@dNof some brazilian
capital cities, including Porto Alegre, the inciderof cutaneous melanoma
reached 5,2 per 100,000 inhabitants.

Metastatic melanoma is, mostly, not curable, withie&r survival
rate lower than 5% and mean survival around 4 nsonithe most
frequently envolved viscus in metastatic dissemomais the lung (18-
36%).

The therapeutical modalities at disposal for adedndisease
treatment have unsatisfactory results, thus stitimglaexperimental trials
with new drugs. A most convenient experimental nhdoé¢hat research is
that of pulmonary metastases of cutaneous melanoma.

The chosen cell line was the B16-F10 murine melandts culture
in laboratory presents rapid growth and it is @agilansplanted to
C57BL/6N mice, achieving high rates of metastatssemination.

The mesenchymal stem cells have immunomodulatarggpties. It
IS debated if its immunosuppressive properties naayside-effect, favor
tumor growth.

The objective of this research is to evaluate tbgetbpment of
pulmonary metastases of B16-F10 murine melanomaerawpntally
introduced in C57BL/6N mice, with and without theseu of lung
mesenchymal stem cells from transgenic C57BL/6Nemic

For that purpose, 31 C57BL/6N strain mice were isdpd in 2
groups, designated control group - 17 animals - exmerimental group -

14 animals.
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The control group received an individual dose aof 3P cells of
B16-F10 murine melanoma. On the other hand, micthénexperimental

group received, besides the murine melanoma @ellsndividual dose of

10° lung mesenchymal stem cells from transgenic C58Rlrhice.

The mice were inoculated on the first day of thpesiment (day 1)
through intravenous route and observed until tdemth (day 28). After
that, complete excision of the lung was perforntedistologically evaluate
the presence of metastases in that organ.

The comparison between the two groups showed ricststally

significant differenced = 0,05).



1. INTRODUCAO

O melanoma cutaneo é uma lesdo maligna que tenenorigo
melanoblasto da pele, representando 1 a 3% de taslaseoplasias
malignas. O tumor desenvolve-se em qualquer areapea e,
excepcionalmente, pode atingir mucosas, leptomesimgo globo ocular.
Ocorre em igual proporcdo entre homens e mulheresc@mete
principalmente pessoas de pele clara. Embora od@cmcidéncia ocorra
entre os 40 e 60 anos, a lesdo tem sido observadaaquer grupo etario,
sendo, porém, bastante rara em criancas (KOH, 1®J4ANS e
MANSON, 1994; BERWICK, 1998; WAGNER, GORDON, CHUANG
COLEMAN, 2000).

A etiologia do melanoma cutaneo permanece obsporam varios
fatores ambientais e do hospedeiro tém sido askixcao desenvolvimento
dessa neoplasia. Dentre esses fatores, exposicBy sacessiva,
gueimaduras solares, pele clara, cabelos loiros rauos, grande
quantidade de sardas nos ombros e dorso, histingidr de melanoma e
presenca de ceratose actinica parecem ser os mp@tantes (KOH,
1991; EVANS e MANSON, 1994; WAGNER e col, 2000; GBMI,
SERA, CATTARUZZA, PASQUINI, ZANETTI, MASINI, BOYLE e
MELCHI, 2005; MIHM, 2005).

Estudos sugerem ser a luz solar o fator ambierded importante na
génese do melanoma cutaneo. O mecanismo precisoadatuacdo nao é
de todo conhecido. Tem-se proposto que os raimsvidietas estimulam o
potencial mitdtico dos melanocitos (KOH, KLIGLER lEW, 1990;
KOPE, KRIPKE e STERN, 1990; LONGSTRETH, 1998; BAKOS
WAGNER, BAKOS, LEITE, SPERHACKE, DZEKANIAK e GLEISER,
2002; WAGNER e col, 2000; DE FABO, 2005).



A incidéncia do melanoma cutaneo vem aumentandové&nas
partes do mundo. Na Escocia, 0 aumento da incidémd ultimos 25 anos
foi de 4 vezes nos homens e de 2,4 vezes nas raslfidacKIE, 2005).
Na Noruega e Suécia, a incidéncia anual triplicos! @timos 45 anos. Na
Australia e Nova Zelandia, as taxas de incidéramabem cresceram e séo
0S paises com as maiores incidéncias mundiaisnangt. Nos Estados
Unidos, a incidéncia triplicou nos ultimos 25 amnestjmando-se em 59.580
novos casos em 2005, com 7.770 mortes. (AMERICANNCER
SOCIETY, 2005; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2009DE
FABO, 2005). A explicacdo para essa elevacdo naéncia estaria no
aumento da exposicao a radiacdo solar nas ragaal@lelara (MORTON,
1990; DE FABO, 2005; GARBE, 2005; MIHM, 2005).

No Brasil, conforme dados obtidos a partir dos Regs de Base
Populacional de S&o Paulo, Porto Alegre, Recifergaleza, a incidéncia
de melanoma cutaneo variou entre 1,3 e 5,2 pormiGabitantes no
periodo de 1978 a 2005. (BRASIL, MINISTERIO DA SABD1992;
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2005; LANDMAN, NEVES,
BRESCHTBUHL, SCRAMIM, ENOKIHARA, SANTOS, MAIA, e
BELFORT, 2005).

A populacao do Rio Grande do Sul apresenta um per@lemaior de
individuos de cor branca, etnicamente classificasiwso caucasianos, do
que o restante do Brasil (83,6% x 53,7%). E graad&ém o nimero de
trabalhadores que exerce suas atividades em zonais r agricultura,
pecudria, pesca - com exposicdo intensa aos ralages (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2000). Esséstores
certamente concorrem para que, em nosso meio, tambéobserve um
aumento da incidéncia do melanoma cutaneo, torrs@dmda vez mais

importante sua prevencdo e tratamento (VENEGAS, HES



BLACHER, DAUDT e CERSKI, 1992; MIGLIAVACCA, GUIMARAS
e HOFMANN, 1993; BAKOS e col, 2002).

Em Porto Alegre, segundo dados da Secretaria EdtdduSaude e
do Meio Ambiente e do Instituto Nacional do Can@biCa), as taxas de
incidéncia variaram de 1,43/100.000 e 1,42/100.660 1991, para os
sexos masculino e feminino respectivamente, pa@3/8)0.000 e
10,19/100.000 em 2006 (estimativa), uma das mé#&s &m todo o pais
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1995; INSTITUTO NACI®AL
DE CANCER, 2005).

N&o so a incidéncia como também a morbidade e tahdade do
melanoma cutaneo vém aumentando. Os sitios madgieinées de
disseminacdo metastatica do melanoma cutaneo pée,a0 subcutaneo e
os linfonodos (42-59%). Em segundo lugar, como qgyad viscera
acometida, estd o pulméo (18-36%) (MEYERS e BALQM98). Sua
forma metastatica €, na maioria das vezes, inclréen taxas de
sobrevida em 5 anos menores que 5% e de sobreeidi@ama em torno de
4 meses (LEE, TOMSU, Von ESCHEN, 2000; MANOLA, AT¥S,
IBRAHIM, KIRKWOOD, 2000).

A cirurgia esta indicada no tratamento das metdstasstémicas
guando estas forem Unicas ou confinadas a um &fiico metastatico e
tecnicamente passiveis de resseccdo (CASCINELLLLBE/AGLINI e
LOVO, 1991; BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 1992; EVAS e
MANSON, 1994; BALCH, 1998; OLLILA, HSUEH, STERN, MRTON,
1999; WAGNER e col, 2000; GARBE, 2005).

A guimioterapia sistémica também pode ser empregamt@m nao
causa aumento significativo na sobrevida; 20 a @d6%pacientes tratados
terdo uma resposta parcial e apenas 1% tera rasgiesiva e duravel. A
dacarbazina, utilizada de forma isolada, é a Umhioga citotoxica que tem

demonstrado taxas consistentes de resposta quemvartre 15 e 25%.



Entretanto essa resposta em geral é parcial, deopouneses e
principalmente em metastases de tecidos molesa®udiogas tém sido
estudadas, como as nitrosuréias, a cisplatina axa, tporém nenhuma
demonstrou superioridade em relacdo a dacarbaxidaos estudos
cooperativos, combinando mdaltiplas drogas, tém dhestnado aumento na
toxicidade sem elevacao significativa da respaseeKHANJ, SELBY e
BLISS, 1990; KOH, 1991; BUZAID e MURREN, 1992; GURR e
SCHUCHTER, 1992; EVANS e MANSON, 1994; WAGNER e,@000).

O papel da radioterapia no tratamento do melanouianeo é
limitado e tem relacéo direta com a dose empregadam a extensao e
localizagdo do tumor. Sua maior indicacéo € pdaratamento paliativo de
metastases sintomaticas em 0ssos, cérebro e raué, (GEARA,
BYERS e PETERS, 1998; SHEN, WANCK, MORTON, 2000).

A imunoterapia € outra alternativa para o melanctugneo.
Resposta objetiva em pacientes com doenca metastatiobservada com
a utilizacdo de modificadores da resposta biol¢giomo oo-interferon e a
interleucina-2, isolados ou associados a farmaitogxicos, porém com
taxas nao superiores a 20%. Outras modalidadgsétdreas estdo sendo
investigadas, porém sem resultados promissores AllVZ2 MURREN,
1992; RICHARDS, GILEWSKI, RAMMING, MITCHEL, DOANE e
VOGELZANG, 1992; STEFFENS e LIVINGSTON, 1992; EVANS
MANSON, 1994; FOPPOLI, CITTERIO, POLASTRI e GUERRE
1994; ATZPODIEN, HANNINEN, KIRCHNER, FRANZKE, KORHFAE,
VOLKENANDT, DUENSING, SCHOMBURG, CHAITCHIK e
POLIWODA, 1995; ATKINS, KUMKEL, SZNOL, ROSENBERG,020;
WAGNER e col, 2000; KIRKWOOD, IBRAHIM, LAWSON, ATKNS,
AGARWALA, COLLINS, MASCARI, MORRISSEY, CHAPMAN,
2001).



Os resultados insatisfatérios obtidos com as mdadds de
tratamento do melanoma cutaneo metastatico témudatio a realizacao
de estudos experimentais com novos métodos. A bdscadrogas
alternativas ou complementares para o tratamentm@&lanoma cutaneo,
principalmente nos estagios avancados, tem ocakiama grande numero
de publicacbes na area (GARBE, 2005).

Estudosin vitro e in vivo sdo de fundamental importancia para o
melhor entendimento do comportamento bioldgico alesesplasia e para o
desenvolvimento de novos métodos terapéuticos.liraude células e a
utilizacdo de animais de experimentacdo sdo modelgmerimentais
vantajosos para testar um grande niumero de droggle@onar compostos
especificos contra esse tumor (BEATTIE, TISSOT e G$%, 1988;
KREUTZ, 1992).

Existem diferentes modelos experimentais de melanas quais
envolvem variadas linhagens celulares e distintosimas de
experimentacao, apresentando desfechos biol6gisaaios.

A linhagem celular selecionada para o presenteremesnto foi a
variante F10 do melanoma murino B16 provenienttd &&. A técnica de
cultura celular adotada para o cultivo das célftesadaptada do ILPC
(FRESHNEY, 1988) e j& empregada pelo autor antegate com
pequenas modificacbes (JUNQUEIRA Jr., 1996). Sedtivou em
laboratério apresenta rapido crescimento e é faaten transplantaden
vivo, com alta capacidade de disseminacdo metastatica.

O camundongo C57BL/6N, animal de experimentacabzado
neste trabalho, tem pelagem negra, peso meédio glee 2Bve 2 anos em
média. O acasalamento pode ser feito entre irm@ps apods o desmame
(isogénicos) ou a partir de 54 a 60 dias de vidando o roedor atinge a
idade adulta. A média de paricdo por fémea € dihétds, com periodo

gestacional de 21 dias. E um animal décil e del fa@nipulacéo,



possibilitando estudos terapéuticos variados (UMITESTATES
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 1982;
ANDERSEN, D’ALMEIDA, KO, KAWAKAMI, MARTINS,
MAGALHAES e TUFIK, 2004). O autor pretendeu estudadesenvolver
um modelo experimental de melanoma com metastatespares.

Em relacdo as células tronco mesenquimais, jadoiatstrado seu
efeito imunomodulador. Recentemente, DI NICOLA, QARSTELLA,
MAGNI, MILANESI, LONGONI, MATTEUCCI, GRISANTI e GIANNI
(2002) demonstraram que células tronco mesenquingiesentam
propriedades imunossupressoras na proliferacaonfticitos T induzida
por células alogénicas. Esse fendmeno parece skadoepor producéo de
citoquinas, em particular o fator de crescimentdhépatocitos e fator de
crescimento transformanfid, e ndo pela inducao de apoptose.

Em complemento aos estudosvitro, a administracéo intravenosa
vivo de células tronco mesenquimais levou a um modestas
significativo, aumento na sobrevida de enxertoarems com uma eficacia
comparavel aos agentes imunossupressores utilizadiogcamente
(BARTHOLOMEW, STURGEON, SIATSKAS, FERRER, McINTOSH,
PATIL, HARDY, DEVINE, UCKER, DEANS, MOSELEY e HOFFKN,
2002; SEMBEIL, SANHADJI, VIVIER, CHARGUI e TOURAINE2003).

Especula-se que as propriedades imunossupressasmascéiulas
tronco mesenquimais possam ter efeito promotoresconento de células
neoplasicas. Experimentalmente, FIERRO, SIERRALTERUNAN e
MINGUELL (2004), utilizando células de cancer denmaahumano MCF-7
observaram favorecimento do seu crescimento conulaséltronco
mesenquimais derivadas de medula éssea. Tanménvo, ZHU, XU,
JIANG, QIAN, CHEN, HU, CAO, HAN e CHEN (2005) evideiaram

favorecimento no crescimento tumoral de célulapksxas F6 e SW480



com a utilizacdo de células tronco mesenquimaimedula 6ssea fetal e
adulta.

DJOUAD, PLENCE, BONY, TROPEL, APPARAILLY, SANY,
NOEL e JORGENSEN (2003), utilizando experimentaltaem melanoma
murino B16, demonstraram que a inoculacdo subcat@mecamundongos
alogénicos, s6 mostrou crescimento dessas célutaslqg foram utilizadas
conjuntamente ceélulas tronco mesenquimais de médska.

Partindo dessa premissa, o0 autor utilizou célulasncb
mesenquimais juntamente com células de melanomanoni16-F10,
visando aumentar a possibilidade de desenvolvimael@o metastases
pulmonares no modelo experimental em questéao.

A linhagem celular selecionada foi células troncesemquimais
isoladas de pulméo de camundongo C57BL/6N transggnbveniente do
Laboratério de Imunogenética do Departamento detBenda UFRGS. A
técnica de cultura celular adotada para o culta® aklulas foi a mesma do
Laboratério de Imunogenética (MEIRELLES & NARDI,@3).



2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo € observar a pres#mgaetastases
pulmonares de melanoma  murino B16-F10 desenvolvidas
experimentalmente em camundongos C57BL/6N, comeou & incluséao
de células tronco mesenquimais de pulmdo de camgod@57BL/6N

transgénico.



3. MATERIAL E METODO

3.1. AMOSTRA

Foram utilizados 31 camundongddus domesticus domestiguia
cepa C57BL/6N, fémeas, isogénicos, adultos, clmerste sadios e
provenientes do ILPC de Sao Paulo (Figura 1).

Os animais foram alojados na Coordenacdo de Prodwga
Experimentacdo Animal da FEPPS da Secretaria daeSaudo Meio
Ambiente do Rio Grande do Sul, em condicOes samstagde biotério
convencional, com controle de temperatura (22°€p4 luminosidade (12
h de ciclo claro). Foram mantidos em caixas deppmileno padrao para
camundongo (30 x 20 x 13 cm) com tampas gradeadasardme
galvanizado com tratamento antioxidante, com 5 aisinpor caixa no
maximo. As caixas eram limpas duas vezes por senwma troca da
serragem e alimentacao. Utilizava-se serragemilesida em autoclave e
a alimentacéo consistiu de ragao para camundongda® (Nuvital®) e
agua fresca permanente.

O manejo dos roedores obedeceu as normas estdbslgoelos
procedimentos operacionais padréo (POPs) da Cagderde Producéo e
Experimentacdo Animal da FEPPS e pelos principidsos da
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Erpentacdo Animal
(COBEA) (COLEGIO BRASILEIRO DE EXPERIMENTACAO
ANIMAL, 2005).

Os 31 camundongos foram divididos em 2 grupos pacaedo
casual probabilistica. Convencionou-se denominagago controle e

grupo experimental.
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Nos animais do grupo controle - 17 camundongosanidnoculadas
células de melanoma murino no primeiro dia do arperto (dia 1).

Nos animais do grupo experimental - 14 camundongdsram
inoculadas células de melanoma murino juntamente células tronco

mesenquimais também no primeiro dia do experimghol).

Figura 1 - Camundongo C57BL/6N

3.2. PROCEDIMENTOS

3.2.1. Cultura Celular

As linhagens celulares utilizadas foram o melanomeéno B16-F10
e as células tronco mesenquimais de pulméo de ainga C57BL/6N
transgénico. Ambas foram cultivadas no Laboratdeadmunogenética do
Departamento de Genética da UFRGS.
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Todo o trabalho foi realizado em condi¢cdes ass@Eptiem capela de
fluxo laminar com lampada ultravioleta (Luwa®), caonaterial estéril e
descartavel.

Como substrato quimico para o cultivo celular, fioratilizados os

seguintes meios:

melanoma murino B16-F10

- 1.000 ml de meio de cultura MEM com L-glutamisagfna®)
- 100 ml de soro fetal bovino (Cultilab®)

- 2 g de bicarbonato de sodio 5,6% (Sigma®)

- 2,38 g de HEPES (Sigma®)

células tronco mesenquimais de pulmao de camundo&g@BL/6N
transgénico

- 1.000 ml de meio de cultura DMEM (Sigma®)

- 100 ml de soro fetal bovino (Cultilab®)

- 3,7 g de bicarbonato de sddio 5,6% (Sigma®)

- 2,5 g de HEPES (Sigma®)

Como substrato fisico, foi utilizada garrafa piéstie 25 c@ para

cultura de células, plana e com tampa vedadora®J).PP

a) Descongelamento

As células de melanoma murino B16-F10 e as céltdasco
mesenquimais eram estocadas e congeladas em tadquagrogénio
liquido, em pequenas aliquotas dentro de frasdogésricos estéreis de 2

ml, fundo em “u” e com tampa de rosca interna (@@®). Para
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descongela-las, o frasco criogénico era retiradmittegénio liquido e

aquecido, sem agitacao, em banho-maria a 37°C.

b) Semeadura

Terminado o descongelamento, o frasco criogéniadaado com
alcool etilico 70% e o seu conteudo transferida pen tubo de centrifuga
de 15 ml, de polipropileno e com tampa vedadoran(i@g®), com 8 ml de
substrato quimico. O tubo era centrifugado (ExcBlaby | modelo 206 -
Fanem®) por 5 min a 1.000 rotac6es por minuto (rdyobrenadante era
desprezado por decantacdo e todo o excesso daspbado com auxilio
de pipeta Pasteur. Eram adicionados 7 ml de stdsjuamico ao tubo. As
células eram desprendidas suavemente, batendotgboona palma da
mao, e transferidas para a garrafa de culturaareldl conteddo da garrafa
era homogeneizado levemente, observado ao microscogertido (Carl
Zeiss®) e, a seguir, a garrafa era mantida emagfdrma Scientific®) a
37°C, com atmosfera contendo 5% de,@ umidade relativa de 100%,

com a tampa entreaberta.

c) Troca do substrato quimico

A garrafa era observada ao microscopio inverticariainente. A
cada 72 h, ou antes disto se houvesse mudancauadantio pH do
substrato quimico (variacdo da coloracdo do rosea p alaranjado), era
feita a troca do substrato quimico antigo. Essadecantado e substituido
por 7 ml de substrato quimico novo, com leve homegacdo do
conteudo da garrafa e novamente observado ao migrosinvertido. A

garrafa era recolocada na estufa de €Gfdn a tampa entreaberta.
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d) Tripsinizacdo e repique

Quando a garrafa ficava repleta de células, o mibstjuimico era
decantado e as células eram lavadas com meio HéBiksa®) livre de
Catt e Mg+*. A seguir, adicionava-se 1,5 ml de solucéo deitrggEDTA
(Sigma®) aquecida a 37°C. O frasco era homogeneieaas células eram
ressuspensas batendo-se vigorosamente o frasga eopélma da mao e,
apos, o contetdo era observado ao microscopiotideeO repique das
células era feito na proporcédo 1:10, adicionand®&;8eml de substrato
quimico a garrafa e transferindo 0,5 ml do contepaia garrafas novas,
completando o volume com 6,5 ml de substrato quin@ conteudo era
homogeneizado levemente, observado ao microscéypéstido e incubado

em estufa de CQOmantendo-se as tampas das garrafas entreabertas.

e) Doses para inoculacéo

Quando a garrafa ficava repleta de células, o stbstjuimico era
decantado e as células eram lavadas duas vezesnmmm Hank’s
(Sigma®). A seguir, adicionava-se 2 ml de soluc&otripsina-EDTA
(Sigma®) aquecida a 37°C. As células eram desptasdibatendo-se
vigorosamente o frasco contra a palma da mé&o,sespsnsas em 8 ml de

meio Hank’s (Sigma®). As células viaveis eram cdasacom azul tripan

em camara de Neubauer e ressuspendidas numa cagéentde 3 x 10
células (numero de células para inoculacdo em cadanal de
experimentacdo) para cada 0,2 ml. Apds, as cétrasn imediatamente

inoculadas nos camundongos.
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f) Congelamento

Quando a garrafa ficava repleta de células, o mibstjuimico era
decantado e as células tripsinizadas como desenit@riormente e
congeladas. Como substrato quimico para o congatamera utilizado o

seguinte meio:

solucao criopreservante: 9 ml de soro fetal boy@utilab®)
1 ml de DMS8igma®)

As células eram ressuspendidas na solucdo criopasse,
transferidas para frascos criogénicos (Corning@aamtidas por 24 h no
freezera -80°C e, apos, estocados em nitrogénio liquido.

g) Isolamento das células tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais foram isoladas dengmu de
camundongo C57BL/6N transgénico (Figura 2). O wgimonar era
colocado em meio Hank’s (Sigma®) por 10 min. A segra transferido
para tubos de 1,5 ml contendo solugédo de 1 mg/ndotegenase tipo 1
(Sigma®) e incubado por 1 h em banho-maria a 37%0m
homogeneizacdo ocasional. ApGs, 0 sobrenadanteagmsterido para um
tubo de centrifuga de 15 ml (Corning®), contendbstato quimico, e
centrifugado por 10 min a 1.000 rotacdes por minwpon). Entdo, as
células eram plaqueadas em um poco de uma plaéapdeos (TTP®).
ApOs 72 h era feita a troca do substrato quimicigane as células
tripsinizadas como descrito anteriormente. A paltiste ponto, as células

eram cultivadas em garrafas de cultura celular.
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Figura 2 - Fotomicrografia (100 x) mostrando asilel tronco
mesenquimais de pulméo de camundongo C57BL/6Ngéanso

3.2.2. Inoculacéo

Os camundongos foram inoculados no primeiro dig@xjmerimento
(dia 1). Os animais foram submetidos a contenc&wuaige a injecao foi
feita por via intravenosa na veia caudal média, saminga de 1 ml e
agulha hipodérmica (13 x 0,30 mm) (Figura 3).

Os animais do grupo controle receberam uma dosédodl de 3 x

109 células de melanoma murino B16-F10. J4 os camgudodo grupo
experimental receberam, além da dose de célulamali@noma murino,
uma dose individual de 20células tronco mesenquimais de pulméo de

camundongo C57BL/6N transgénico.
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Figura 3 - Detalhe da técnica de inoculacéo intrasa das células de
melanoma murino B16-F10 na cauda do camundongo J6RB

3.2.3. Seguimento

Cada camundongo era acompanhado diariamente, ahderge
suas condic¢des clinicas, desde o momento da ing@mul@ia 1) até a sua
morte (dia 28). Todos animais foram eutanasiadas daeslocamento

cervical.

3.2.4. Avaliacao Histolbgica

Apés a morte dos animais, era feita a excisdo catamlo pulméao
para avaliacdo da presenca ou nédo de metastasesangédo (Figura 4). O
médico patologista que realizou as andlises ndw toonhecimento dos

grupos de estudo a que pertenciam 0os camundongos.
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Avaliou-se a presenca ou ndo de metastases pulesoagpartir da
leitura de cortes histologicos obtidos através radusao total do orgao.
Prepararam-se laminas em namero suficiente paréogoeo pulméao fosse
amostrado, variando de uma a trés. Os cortes fégdas em microtomo
rotativo (American Optical 820®) com navalhas desseis, com 4um de

espessura e corados pela técnica de hematoxilsiase@E).

Figura 4 - Toracolaparotomia no camundongo C57BLgéM retirada
completa do pulméo

3.2.5. Andlise Estatistica

Na analise da presenca ou ndo de metastases pudHos grupos
em estudo, foi empregado o teste qui-quadrado arregéo deratespara
duas amostras independentes. O nivel de signifeca@tiizado foio = 0,05
com 1 grau de liberdade. Os dados foram processdiogs do programa
estatistico SPSS (versao 6.0).



18

4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO HISTOLOGICA

Os Quadros | e Il exibem os resultados encontrados,

respectivamente, nos grupos controle e experimental

QUADRO |
RESULTADOS OBSERVADOS NOS CAMUNDONGOS
C57BL/6N DO GRUPGCONTROLE

NO METASTASES
CAMUNDONGO PULMONARES

1 SIM

2 NAO

3 SIM

4 SIM

5 SIM

6 NAO

7 NAO

8 SIM

9 SIM

10 NAO

11 NAO

12 NAO

13 NAO

14 NAO

15 SIM

16 SIM

17 SIM
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QUADRO I
RESULTADOS OBSERVADOS NOS CAMUNDONGOS
C57BL/6N DO GRUPEXPERIMENTAL

NO METASTASES

CAMUNDONGO PULMONARES
1 SIM
2 SIM
3 SIM
4 SIM
5 SIM
6 NAO
7 NAO
8 SIM
9 NAO
10 SIM
11 SIM
12 SIM
13 NAO
14 SIM

As Figuras 5 a 10 mostram aspectos relacionadosesenq;a de

metastases nos pulmdes dos camundongos a micrasgija.
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Figura 5 - Fotomicrografia (50x) mostrando o pulrd@ccamundongo
C57BL/6N com metastases de melanoma murino B16-F10

Figura 6 - Fotomicrografia (100x) mostrando o puwnda camundongo
C57BL/6N com metastases de melanoma murino B16-F10
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Figura 7 - Fotomicrografia (100x) mostrando o pundé camundongo
C57BL/6N com micrometastase de melanoma murino BIG-

Figura 8 - Fotomicrografia (50x) mostrando o pulnd@acamundongo
C57BL/6N com metastases de melanoma murino B16-F10
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Figura 9 - Fotomicrografia (100x) mostrando o pwnda camundongo
C57BL/6N com metastases de melanoma murino B16-F10

Figura 10 - Fotomicrografia (400x) mostrando o padndo camundongo
C57BL/6N com metastases de melanoma murino B16-F10
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4.2. ANALISE ESTATISTICA
O resultado do teste qui-quadrado com correca atesfoi de

2,022 e a comparacdo entre os dois grupos nao auosliferenca

estatisticamente significativa € 0,05).
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5. DISCUSSAQO

A inoculacdo subcutdnea de uma dose de 5 X ddlulas de
melanoma murino B16-F10 (Figura 9) implica o desdnmento de um
nodulo hipodérmico que se toma palpavel em tornd d&€ semanas. Esse
nodulo evolui para um tumor solido, de grandes dsdes, que pode
ulcerar a pele. O surgimento de metastases sigémimcomum. Em4 a5
semanas, em média, o camundongo morre; o pesonaar twificulta a
locomogao do animal e conseqientemente sua aligéntéevando-o ao
Obito por inanicdo. Quando a inoculacéo é feitdarso do camundongo, o
tumor provoca restricdo da caixa toracica e tambéasiona insuficiéncia
respiratoria restritiva (JUNQUEIRA Jr., 1996; JUNBIRA Jr., BRAGA,
MOTTA e PILLA, 1997) (Figuras 10, 11 e 12).

Figura 11 - Detalhe da técnica de inoculacédo sabeat das células de
melanoma murino B16-F10 no dorso do camundongo C&NB
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7
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Figura 12 - Camundongo C57BL/6N, apds a morte, adumor
subcutaneo desenvolvido no dorso

Figura 13 - Detalhe do tumor mostrando sua locgéiaasubcutanea
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Figura 14 - Tumor completamente excisado mostrandaelacdo com o
tamanho do animal de experimentacao

Com a inoculacédo intraperitoneal da mesma dose dalelas,
provoca-se 0 desenvolvimento de um tumor sélido goepa toda a
cavidade abdominal em poucos dias, freqientementeeavolvimento do
mediastino por contigtidade. O envolvimento do€panimas hepatico e
pulmonar ndo € a regra. Em 2 semanas, em méd@anonclongo morre
por insuficiéncia respiratéria restritiva (JUNQURIR Jr., 1996;
JUNQUEIRA Jr. e col, 1997).

A vantagem do primeiro modelo experimental sobsegundo deve-
se ao fato de ter-se um tempo maior para obsendiEeventos estudados
entre a inoculacdo e o Obito. No entanto, em nentiel®s observa-se o
surgimento de metastases parenquimatosas (JUNQUEIRA 1996;
JUNQUEIRA Jr. e col, 1997).

Existem relatos de modelos experimentais de meestaepaticas
através da inoculacdo intra-esplénica, por lapamato de células de
melanoma murino B16 em camundongos C57BL/6N (CALNDRI
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MAROZZI, BYERS, WANECK, LEE, ISSELBACHER e GATTONI-
CELLI, 1992; ARAKI, ARAKI, BIANCONE, STAMENKOVIC, [ZUI,

YAMAMURA e VASSALLI, 1997; SONG, NOMIZU, YAMADA e

KLEINMAN, 1997; LENTINI, VIDAL-VANACLOCHA, FACCHIAN O,

CARAGLIA, ABBRUZZESE e BENINATI, 2000; LE DIGUARHER
CHOLLET, BERTRAND, HENNIG, RAIMBAUD, SABATINI,

GUILBAUD, PIERRE, TUCKER e CASARA, 2003; CORADINI,
ZORZET, ROSSIN, SCARLATA, PELLIZZARO, TURRIN, BELLO
CANTONI, SPERANZA, SAVA, MAZZI e PERBELLINI, 2004;
SPERANZA, PELLIZZARO e CORADINI, 2005).

No presente estudo, o autor pretendeu desenvolvenodelo
experimental de metastases pulmonares atravésodalagéo intravenosa
na veia caudal média do roedor.

A veia caudal média é um vaso tributario diretoveia cava inferior
nos camundongos. Em relacdo a anatomia pulmonags eedores
possuem dois pulmdes, sendo o direito com qualtimsie o esquerdo com
um lobo unico (COOK, 2005).

Diversos trabalhos s&o encontrados na literatudatarelo a
utilizacdo de células de melanoma murino B16 afragléssa via de
inoculacdo e o desenvolvimento exclusivo de metastaulmonares, mas

nao existe uma padronizacdo em relacdo ao numecéldias que devem

ser inoculadas, variando entre 3 X418 5 x 1@ células de melanoma
murino B16 por dose individual. Nao existe, tambéradronizacdo em
relacdo ao tempo de surgimento das metastases maieso variando entre
14 e 28 dias (NETLAND e ZETTER, 1984; PAULI e LEHR98S;
LAPIERRE, HOLME, LAM, TRESSLER, STORM, WEE, STACK,
CASTELLOT e TYRRELL, 1996; SONG e col, 1997; MANNIN
CALORINI, MUGNAI e RUGGIERI, 1997; OLIVEIRA FILHO,
BEVILACQUA e CHAMMAS, 1997; ISHIGURO, NAITO, HANAOH,
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NAGAWA, MUTO e TSURUO, 1998; LENTINI e col, 2000;
YOSHIKAWA, NAKAMURA, YAMAGUCHI, KAGOTA, SHINOZUKA

e KUNITOMO, 2001; HYOUDOU, NISHIKAWA, UMEYAMA,
KOBAYASHI, YAMASHITA e HASHIDA, 2004).

Existem, também, variantes distintas do melanomanmuB16. A
variante F10 € a que possui maior capacidade derdisacdo metastética,
presumivelmente exigindo uma quantidade de céluolasor para seu
desenvolvimenton vivo (JUNQUEIRA Jr., 1996; JUNQUEIRA Jr. e col,
1997).

Outro ponto pertinente a ser discutido € a pre@detas células B16-
F10 pelo tecido pulmonar para disseminacdo meizstqiando a via de
inoculacéo é a intravenosa.

NETLAND e ZETTER (1984) observaram que as células d
melanoma murino B16-F10 sdo dotadas de orgao-édispamle tecidual.
Essas células apresentam,yitro, uma ligacdo especifica para os tecidos
que elas seletivamente colonizamm,vivo, conforme demonstrado pelos
autores apoés inoculacédo intravenosa do melanomeanBA.6 e posterior
analise histologica dos orgaos alvo.

Muitos tumores demonstram padrdes caracteristieaisseminacao
metastatica que ndo se enquadram numa simplea t®rcaptura celular
anatémico-mecéanica. PAULI e LEE (1988), tambémdssido as células
de melanoma murino B16-F10, demonstraram que a-<agjdecificidade
tecidual das metastases é parcialmente mediadaagekfio seletiva das
células neoplasicas ao endotélio microvascularodegpecifico.

Ja HYOUDOU e col (2004) sugerem gue o mecanisnmainda
disseminacdo metastatica das células de melanomamomB16 esteja
relacionado com a captura mecanica das mesmasnpelavasculatura do

pulméao.
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Durante o projeto piloto do presente estudo, amdn-se doses

individuais de 16, 2 x 1®, 3 x 1®, 4 x 1® e 5 x 1@ células de
melanoma murino B16-F10, observou-se que com a idtesgnediaria ja
havia o0 aparecimento de metastases pulmonares, pat# qual optou-se
pela mesma como dose individual padré&o para a {gasqu

Também nesse momento, foi arbitrado o periodo slkerdanas para
morte do roedor e avaliagcdo histolégica do surgimatas metastases
pulmonares. Inicialmente, com duas semanas, nerdgmsnanimais do
projeto piloto apresentou metastases pulmonares.

Na verdade, em todos os camundongos inoculados pes®do, 0
surgimento de metastases pulmonares parecia ser fattyito. Apos
revisdo de toda a sistematica de cultura celulscrica de inoculacéo,
pensou-se em buscar algo que facilitasse o desémenito das metastases
pulmonares, uma vez que nao Se conseguia reproduzmodelo
experimental como descrito na literatura.

A aplicabilidade clinica das células tronco mes@ngis € assunto
de grande interesse na atualidade devido ao sepotsiacial em medicina
regenerativa e em engenharia tecidual.

Pensou-se entdo na utilizacdo de células troncengasnais como
favorecedoras do crescimento das células de mekamomino B16-F10
metastaticas no pulméo, pelos fatores relacionaipnseu mecanismo
Imunossupressivo j& mencionado anteriormente. dontw presente

estudo ndo confirmou essa hipotese.
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6. CONCLUSAO

Nas condi¢cdes experimentais do presente estudssa@iacdo de
células de melanoma murino B16-F10 com célulactranesenquimais de
pulmdo de camundongo C57BL/6N transgénico, néao roaiteo

desenvolvimento de metastases pulmonares em canqusiG57BL/6N.
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