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RESUMO

OLIVEIRA, ANA PAULA ADRY DE. M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2005. Potencial metastético e reconhecimento da E-selectina em culturas e em tecidos
colonizados pelo colonizados pelo tumor ascitico de Ehrlich. Orientadora: Marlene
Isabel Vargas Viloria. Conselheiros: Joaguin Herndn Patarroyo Salcedo, Jodo Carlos
Pereirada Silva

O presente trabalho objetivou avaliar o envolvimento da molécula de adesdo E-
selectina no processo de metastatizacéo do tumor ascitico de Ehrlich (TAE), com o intuido de
esclarecer alguns aspectos relacionados ao potencial invasivo, inflamagdo e adesdo celular.
Para tanto, camundongos BA L B/c foram inoculados com 2 x 10° células do tumor ascitico de
Ehrlich pelas vias intramuscular, intravenosa, e também subcutdnea no coxim plantar.
Decorridos 15 e 30 dias da inoculacdo, os camundongos foram eutanasiados para analise
histol6gica, e de imunohistoquimica pelo método da imunoperoxidase indireta para deteccéo
da molécula E-selectina em tecidos com metéastases. Os grupos controle foram constituidos de
animais ndo portadores do tumor ascitico de Ehrlich. Os resultados obtidos demonstraram que
a E-selectina ndo é a principal molécula envolvida na migracdo das células do tumor nos
periodos estudados (15 e 30 dias). Entretanto, mostrou através de testes in vitro, que ha uma
adesdo intensa de células deste tumor a células endoteliais ativadas com plasma contendo
citocinas pro-inflamatorias. Liquido ascitico de animais inoculados intraperitonealmente com
2,5 x 10° células do tumor foi coletado em diferentes periodos da evolucdo tumoral (52, 72, 8%
10°, 119, 12° e 14° dias). Porém, ele ndo foi capaz de ativar células endoteliais, mostrando que
este tumor ndo desencadeia uma reacdo inflamatériaintensa, isso leva a crer que este pode ser
um mecanismo de defesa do hospedeiro contra a disseminagdo tumoral.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, ANA PAULA ADRY DE. M.S,, Universidade Federal de Vigosa, february 2005.
M etastatic potencial and recognition of E-selectin in culturesand in tissues colonized
by the Ehrlich ascitic tumor. Adviser: Marlene Isabel Vargas Viloriaa. Committe
members. Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo, Jodo Carlos Pereirada Silva.

The ojective of this study was to evaluate the involvement of the adhesion molecule
E-selectin in the process of metastasis of the Ehrlich ascitic tumor (EAT) and to clarify some
aspects related to the invasive potential, inflammation and cellular adhesion. BALB/c mice
were inoculated with 2 x 10° of the Ehrlich ascitic tumor cells by intramuscular or
endovenous route, and also subcutaneous in the footpad. 15 and 30 days after inoculation the
mice, they were euthanasied for histological analysis. Indirect immunoperoxidase for
detection of E-selectin in tissues with metastasis was used. The control groups were
constituted by animals free from the Ehrlich ascitic tumor. The results demonstrated that the
E-selectin isnot main molecule involved in the migration of the cells in the different periods
studied (15 and 30 day). However, in vitro test, there is an intense adhesion of cells of this
tumor in the activated endotelial cells by plasm containing pro-inflammatory cytokine. Ascitic
liquid of the animals inoculated intraperitoneally with 2,5 x 10° cells of the tumor was
collected in different stages of the tumora development day 5, 7, 8, 10, 11, 12 and 14.
However it was not capable to activate endotelial cells, showing that this tumor is not unleash
in inflammatory reaction and maybe, this aspect can be a mechanism of defense of the host
against the tumoral dissemination.
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1. INTRODUCAO

O cancer esta entre as doencgas que mais causam mortes no mundo. Segundo dados
do INCA! (2004), as neoplasias constituem a segunda maior causa de morte no Brasil,
precedida somente por doencas cardiovasculares. Estima-se para 2005, aproximadamente 467
mil Nnovos casos por cancer, sendo o cancer de pele ndo-melanoma o mais incidente seguido
pelo cancer de mama feminino e pelo cancer de préostata. A elevada incidéncia da doenca € o
principal motivo pelo qual aoncologia é um dos ramos mais estudados do mundo.

Todos os tecidos no organismo podem gerar malignidade, sendo que alguns tecidos
podem produzir vérios tipos de neoplasias. Apesar disso, cada tipo de cancer tem
caracteristicas Unicas, mas 0s processos basicos que ddo origem aos tumores parecem ser
bastante semelhantes (WEINBERG, 1996). Neoplasia € uma massa anormal de tecido cujo
crescimento excede aquele dos tecidos normais, e persiste da mesma maneira excessiva apos
o término do estimulo que induziu a ateracéo, privando o hospedeiro do seu suprimento de
energia e substrato nutriciona (COTRAN et a., 2000). As caracteristicas de cada cancer
refletem a sua origem e mesmo que um cancer se torne metastético, sua origem pode
geralmente ser determinada como sendo de um tumor primario originado em um determinado
0rgdo e, conseglentemente, derivado por divisdo de uma Unica célula que sofreu mutacéo,
crescendo excessivamente mais que as células normais (ALBERTS et a., 1997).

Dentro do processo de progressao tumoral, as células neoplasicas passam a adquirir
caracteristicas como: crescimento celular mesmo na auséncia ou presenca de sinais que
estimulem esse fendmeno; imortalidade efetiva; habilidade para estimular a formacgéo de
vasos sanguineos (GIBBS, 2003); desenvolvimento de mecanismos de evasdo ou resisténcia
& respostas do sistema imunoldgico do hospedeiro (ABBAS et a., 2003); ateracdo e
desregulacdo das moléculas de adesdo celular, favorecendo ainvasdo e metéstase (MACKAY

1 BRASIL. Ministério da Salde. Instituto Nacional do Cancer. Estimativa 2005: incidéncia de cancer no
Bragil. Rio de Janeiro: INCA. 2004. 94 p.



& IMHOF, 1993; ALBERTS et d., 1997; THIERY, 2003). Muitos fatores interferem nos
fendmenos de invasdo e metastase, dentre eles o grau de malignidade do tumor, e a presenca
exacerbada ou mesmo a auséncia de algumas mol écul as de adesao.

As moléculas de adesdo pertencem a um grupo de glicoproteinas associadas a
membrana das células que promove a adesdo célula-célula sem necessariamente exigir
associacao com especializacdo morfolégica (HARNDEN & MCGEE, 1992) e podem estar
relacionadas com as metastases causadas pelo cancer. AlteracBes na constituicdo das
mol éculas de adesdo podem representar um risco maior para o potencia invasivo das células
tumorais (KOHN, 1991; HENRICKS & NIJKAMP, 1998; THIERY, 2003).

O surgimento da oncologia experimental constitui um grande avango na
cancerologia, cuja existéncia se deu pelo desenvolvimento dos chamados tumores
transplantéveis ou transmissiveis, que sao tumores de animais mantidos em |laboratorios pelo
transplante de células tumorais a hospedeiros susceptiveis (DAGLI, 1989) o que facilitou o
estudo da evolugado tumoral por muitos pesquisadores. O tumor de Ehrlich € um dos primeiros
tumores transplantaveis descritos naliteratura.

O presente trabalho utilizou como modelo experimental um adenocarcinoma de
mama de camundongo, conhecido como tumor ascitico de Ehrlich que € um tumor
transplantavel muito utilizado em estudos experimentais. Descrito em 1906 ele foi
inicialmente desenvolvido na forma sdlida no musculo e no tecido subcutaneo de
camundongos, e posteriormente convertido para a forma ascitica através da passagem seriada
de fluido ascitico de animais inocul ados intraperitoneal mente com células tumorais.

Poucos trabalhos relatam o envolvimento das moléculas de adesdo no processo de
disseminagdo hematogéncia do tumor de Ehrlich. Com o intuito de contribuir com as
pesqguisas que estudam a relacdo entre moléculas de adesdo e migragdo tumoral, este projeto
teve como finalidade demonstrar a expressao da molécula de adesdo E-selectina em tecidos
com metéstases e em culturas, na tentativa de esclarecer alguns aspectos associados a
predilecéo do crescimento tumoral (metéstases) em alguns 6rgaos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo da molécula de adesdo E-selectina em tecidos de camundongos

inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich e em culturas celulares.

2.2. OBJETIVOSESPECIFICOS

= Analisar macroscopicamente a presenca de nédulos em animais inoculados com o
tumor ascitico de Ehrlich;

» Verificar histologicamente o aparecimento de metéstases nos animais inoculados
com tumor ascitico de Ehrlich pelas vias intramuscular e subcutanea (coxim
plantar), e a presenca de col onizagdes pela via hematogénica;

» Avdliar aadesdo de células do tumor ascitico de Ehrlich em células endoteliais de
veia umbilical bovina apbs estimulo com plasma contendo citocinas proé-
inflamatorias;

» Detectar a presenca da molécula de adesdo E-selectina em células endoteliais de
vela umbilical bovina, estimulada com liquido ascitico coletado em diferentes
periodos de desenvolvimento do tumor.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CANCER

O céncer pode ser genericamente definido como tumor ou neoplasma. Neoplasma
(do grego neos: novo, e plasma: algo formado) significa “novo crescimento” (HARNDEN &
MCGEE, 1992). As neoplasias sd0 consideradas proliferagdes locais de clones celulares
atipicos, cuja reproducdo foge ao controle normal, e tendem para um tipo de crescimento
auténomo e progressivo para a perda da diferenciacéo, para a destrui¢cdo do tecido normal
circunjacente e para a disseminacdo (metastases) em todo o organismo (BOGLIOLO et 4.,
1987). As neoplasias sdo classificadas de acordo com a origem embrionaria dos tecidos dos
quais sdo derivados. os carcinomas sdo originarios de células epiteliais, derivadas de qual quer
uma das trés camadas germinativas (ectodérmica, mesodérmica e endodérmica). Logo, os
carcinomas com padrdo microscépio de crescimento glandular sdo definidos como
adenocarcinomas. Os sarcomas sd0 derivados de tecido mesenguimatoso COmo 0Sso,
cartilagem e gordura. Os linfomas séo neoplasias originarias de tecido linféide, enquanto que
as leucemias sdo de células hematopoéticas de origem medular que se mantém em suspensao
(BOGLIOLO et al., 1987; COTRAN et al., 2000).

Varios fatores favorecem o aparecimento do cancer: influéncias ambientais, como
agentes fisicos (raio ultravioleta, radiacdo ionizante), quimicos (aflatoxinas) e bioldgicos
(virus); e também as influéncias culturais (alimentagdo, estresse, tabagismo), raciais
(possivelmente genéticos), e principalmente fatores como a idade e a hereditariedade que
podem culminar em sucessivas mutacbes contribuindo para o aparecimento de diversas
neoplasias (COTRAN et al., 2000).



A principal causa relacionada ao desenvolvimento neoplésico € o funcionamento
inadequado de genes reguladores da proliferacdo das células transformadas. Em condicbes
normais, o crescimento celular € controlado por duas classes de genes 0s proto-ocongenes e 0s
genes supressores. Entretanto, estes mesmos genes que sdo responsaveis pelo controle da
proliferacdo ou diferenciagdo ap6s mutagdo, podem resultar na formagdo em excesso de
proteinas ou hiperatividade das mesmas (ganho de fungdo) caracterizando, dessa forma, a
transformacdo do fendtipo celular. As mutagBes ocorrem em proto-oncogenes, que sao
normalmente expressos durante o desenvolvimento embrion&io e também em céulas
maduras, e em genes supressores tumorais, geralmente por perda de funcéo e inativagéo de
aelo (ALBERTS et d., 1997; BROOKS et a., 2000; JORD et a., 2000), favorecendo a
ativacdo dos oncogenes, que S0 0s responsaveis diretos pelo desenvolvimento da doenca.
Este mecanismo desempenha papel-chave na progresséo da maioria dos canceres humanos
(COTRAN et a., 2000).

O céncer, caracterizado por ser uma doenca de acimulo clona de células tumorais
(ANDREEFF et a., 2000), possui a habilidade de apresentar extensa proliferagdo devido a
superexpressao de fatores de crescimento e esta proliferacdo comega quando receptores da
membrana celular reconhecem seus préprios fatores de crescimento (ADAM et a., 2003). A
taxa de proliferacéo celular de algumas populacdes celulares depende de trés parametros: (a)
taxa de divisdo celular; (b) fracdo de células dentro de uma populacdo que sofre divisao
(fracdo de crescimento); e (c) taxa de perda de células de uma populacdo devido a
diferenciacdo terminal ou morte celular (ANDREEFF et al., 2000). Quanto mais avancado ou
complexo é o estado de diferenciacdo, menor € a taxa de reproducéo. As células neopléasicas
perdem progressivamente as caracteristicas de diferenciacdo e se tornam atipicas, aém de
mostrarem alteragdes intrinsecas nos mecanismos regulatorios de multiplicacdo, adquirirem
autonomia de crescimento e se tornarem independentes dos controles externos. Pode-se,
entdo, dizer que nas neoplasias 0 metabolismo celular é desviado da diferenciacéo para a
proliferacéo (BRASILEIRO FILHO et al., 1998).

A maioria, se ndo todas as células neoplésicas, mostram anomalias na diferenciacdo
gue sdo caracterizadas por alteragdes morfol égicas e funcionais. A anaplasia de tumores pode
prover uma compreensdo dentro da sua etiologia, grau de malignidade, progndstico e
sensibilidade a intervengdes terapéuticas por agentes que induzem a diferenciacdo ou
maturacdo. Normalmente, a diferenciacdo comeca logo apds as primeiras divisdes celulares
gue sucedem a fertilizacdo. Ao longo do desenvolvimento, e em organismos adultos, a
habilidade de uma célula proliferar esta intimamente ligada a0 seu estado de diferenciacéo.
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Tecidos adultos geralmente expressam uma variedade de fatores que agem para manter a
proliferacdo e o estado de diferenciacdo. Estes fatores podem ser moléculas secretadas,
receptores transmembrana, moléculas de sinalizacdo intracelular e fatores de transcricdo que
atuam em genes especificos e que podem ser inibidores potentes de proliferacéo (ANDREEFF
et al., 2000).

Alguns fatores contribuem para a progressao e desenvolvimento do cancer, dentre
eles a apoptose, que € conhecida como morte celular programada. Ela € regulada por
oncogenes, pelo gene supressor tumoral e por uma familia de genes conhecida como bcl-2,
gue fazem da apoptose um mecanismo necessario complementar aproliferacdo, e que garante
a homeostase de todos os tecidos. A apoptose representa o fim da cascata de eventos
moleculares, iniciados por diversos estimulos que resultam na ativacdo de enzimas
proteoliticas que culminam na morte celular. Este processo precisa estar altamente regulado,
j& que defeitos na magquinaria apoptética aumentam a sobrevivéncia da célula e podem
contribuir para a expansdo de células anormais, criando um ambiente permissivo para a
instabilidade genética, pelo acimulo de mutacOes, e para a resisténcia a quimioterapia,
radiacdo e destruicdo imuno-mediada (ANDREEFF et a., 2000; COTRAN et a., 2000;
DUKE et a., 1996). Outro fator, sendo 0 mais importante, é a angiogénese, que Kohn (1991)
destaca como um importante processo para a sobrevivéncia e progressdo da neoplasia. A
vascularizacdo é requerida para que o tumor primario se mantenha vivo e, principalmente,
para a disseminacdo de metastases. A angiogénese é necessaria no inicio e no fim da cascata
metastética. O processo de formacdo do vaso sanguineo € funcionalmente similar ainvaséo
por células tumorais e pode ser considerado como uma forma de invasdo regulada, com
eventos independentes de adesdo, protedlise e migracdo, que caracterizam a propagacdo de
células neoplasicas. Esses eventos também sdo exibidos por células endoteliais ativadas
(FOLKMAN, 1976; LIOTTA & KOHW, 2000).

As moléculas de adesdo celular que sdo a chave de um evento fisiologico
fundamental acoplado a quatro outros processos celulares importantes. proliferacéo,
migracdo, diferenciacéo e morte. Qualquer mudanga nas moléculas de adesdo celular pode
levar a consequiéncias importantes para o comportamento da célula, e pode resultar até mesmo
nainducgdo de morte celular ou contribuir para as metéstases do cancer (THIERY, 2003).

As células neoplasicas podem estimular a resposta imune. Esse sistema é capaz de
detectar uma variedade de antigenos produzidos por varios canceres, até mesmo agqueles
induzidos por carcinégenos quimicos. Uma das evidéncias para esse fato estd na observacéo
histologica, onde sdo encontrados infiltrados mononucleares de células T, células NK e
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macrofagos circundando muitos tumores. A conexdo entre inflamagdo e cancer existe desde
1863, quando Rudolf Virchow observou leucdcitos em tecidos neoplésicos. Por sua vez 0s
macréfagos associados a tumores S0 0s principais componentes presentes no infiltrado
inflamatdrio. Muitos tumores produzem fatores estimuladores de colbnias, e estes, por sua
vez, prolongam a sobrevida dos macréfagos associados a tumores (BALKWILL &
MONTOVANI, 2001). Outra evidéncia da estimulacdo do sistema imune é o freglente
achado de proliferacdo linfocitaria (hiperplasia) nos linfonodos que drenam os locais de
crescimento tumoral. No geral, os tumores malignos podem desenvolver mecanismos de
evasao ou resisténcia & respostas do sistema imune do hospedeiro (ABBAS et a., 2003). Ha
evidéncias que a resposta imune em camundongos portadores de células do TAE € do tipo
humoral, sendo discreta nas etapas mais tardias do desenvolvimento do tumor (R1ZZO, 2000).
Entretanto, a capacidade dos anticorpos eliminarem células tumorais tem sido demonstrada na
maioria das vezes in vitro, visto que existem poucas evidéncias quanto a uma imunidade
humoral especifica contratumores (ABBAS et a., 2003).

O estudo imunohistoquimico da expressao de constituintes protéicos em tecidos
normais ou neoplésicos é caracterizado pela utilizacdo de anticorpos que reagem com as
estruturas desgjadas. Cassali (2000) ressalta a importancia do estudo da expressdo de
marcadores prognosticos e preditivos do cancer de mama em mulheres através de
imunohistoquimica, com o intuito de auxiliar no diagndstico e na pesquisa, definindo muitas
vezes a conduta terapéutica. A imunohistoquimica € comumente utilizada para auxiliar no
diagnéstico em neoplasias malignas indiferenciadas e para detectar o sitio primério em
neoplasias metastéticas (CASSALI, 2000; AMSTALDEN, 2003).

3.2.0 TUMOR ASCITICO DE EHRLICH (TAE)

O tumor de Ehrlich foi desenvolvido por Paul Ehrlich? em 1896 e descrito em 1906
como um adenocarcinoma espontaneo de glandula mamaria origin&rio de camundongos
fémeas. Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma solida, sendo
transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932 o tumor foi convertido paraa

2 EHRLICH, P. Experimentelle karzinomstudium namaiisen. Arb. Inst. Exp. Ther.,v.1, p.77-92, 1906.
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forma ascitica (DAGLI, 1989). O tumor na forma ascitica é intensamente utilizado em
sistemas experimentais, uma vez que facilita a definicdo da quantidade de células que serdo
transplantadas, 0 que permite certo grau de controle. O tumor desenvolve-se na forma sdlida
desde que sga inoculado por via subcutdnea ou intramuscular em camundongos
(MATSUZAKI et a., 2003) e cresce na forma ascitica quando inoculado por via
intraperitoneal  (DAGLI, 1989; RIZZO, 2000; BERGAMI-SANTOS et 4., 2004
MATSUZAKI et a., 2004). O termo ascite (do grego askites, que significa bexiga, barriga ou
bolsa) é definido como sendo o acimulo de liquido na cavidade peritonea (HAUSBERGER
eta., 2001).

O tumor ascitico geralmente cresce em 100% dos animais inoculados, ndo regredindo
espontaneamente. ApGs inoculacdo de fluido ascitico fresco contendo cerca de um milhdo de
células neoplésicas, os camundongos acumulam cerca de 5 a 20 mL de liquido ascitico
ViSCoso e & vezes hemorragico em 7 a 14 dias, morrendo em 10 a 20 dias (DAGLI, 1989).
Segundo Sugiura® (1965, apud GENTILE, 2001), ndo hé ocorréncia de metéstases no coraczo,
rins, adrenais, figado ou baco. Além disso, € sabido que as células do tumor de Ehrlich podem
ser inoculadas intravenosamente sendo de grande utilidade nos estudos sobre migracéo de
células e desenvolvimento de metéstases, visto que na forma sdlida ndo h& ocorréncia de
crescimento secundario (R1ZZO, 2000). Dentre outros modelos, o tumor ascitico de Ehrlich é
utilizado para auxiliar na investigagdo de novas modalidades terapéuticas em biologia tumoral
(SAAD-HOSSNE, 2002), e principa mente na fisiopatol ogia do cancer e das metastases.

O tumor ascitico de Ehrlich pode ser transplantado para qualquer linhagem de
camundongo, provavelmente devido aperda da expressdo do MHC. Esta caracteristica exclui
o principal papel do linfécito T citotoxico durante o desenvolvimento do tumor, indicando
gue talvez aimunidade celular ndo seja o principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra
o tumor ascitico de Ehrlich (BERGAMI-SANTOS et d., 2004).

Este modelo é utilizado para o estudo de metastases pulmonares tendo como via a
disseminagdo hematogénica (R1ZZO, 2000). Entretanto, Cotran et al. (2000) ressaltam a
probabilidade de haver uma interconex&@o entre o sistema vascular e o linfatico, podendo
ocasionar um aumento em linfonodos tanto por disseminacdo e crescimento de células
neopl &sicas quanto por hiperplasiareativa.

Em avdiacdo histopatoldgica, o tumor de Ehrlich apresenta extensas éreas de

necrose, oriundas da morte de células neoplasicas, bastante intensas ja na primeira semana

3 SUGIURA, K. Tumor transplantation. In: GAY, W.L. Methods of Animal Experimentation. Acad. PressNY
and London. 1965, v. 2, cap. 3, p. 171-222.



pos-inoculagdo. O tumor apresenta células com intensa atipia, possui poucas células
inflamatérias, estroma escasso, e dto indice mitético (DAGLI, 1989).

Estimase que 10% de todos os casos de ascite em humanos, sdo de origem
neoplésica, sendo a maioria destas provenientes de tumores gastrointestinais e ovarianos
(SAAD-HOSSNE et d., 2004). Vérias doencas estdo associadas a ascite, dentre elas a
carcinomatose peritoneal que é responsavel por causar uma exsudacdo de fluido proteinéceo
das células tumorais, fazendo com que o liquido extracelular entre na cavidade peritoneal para
restabelecer o balango osmético. Em metastases macicas no figado e no carcinoma
hepatocelular ocorre hipertensdo portal secundéria, desencadeando um mecanismo semelhante
a0 da cirrose que ocasiona aumento dos niveis de oxido nitrico, causando uma vasodilatacéo
gue simula um decréscimo no volume arteria efetivo e possivelmente leva ao aumento do
horménio retentor de sodio, diminuindo a filtracdo renal. A ascite quilosa secundéria ao
linfoma maligno aparece como consequéncia da obstrucdo dos linfonodos pelo tumor e pela
ruptura dos vasos linféticos (HAUSBERGER et d., 2001);

3.3. METASTASES

As metastases sd0 0s aspectos mais insidiosos e ameacadores do cancer, sendo a
principal causa de morbidade, mortalidade e de falhas em tratamento de pacientes com
neoplasia, uma vez que a cada dez mortes pela doenca nove sdo resultado de metéstases
(GIBBS, 2003). A expressdo “metéstase” foi criada por Joseph Claude Recamier, um médico
francés que foi o primeiro a prover evidéncia anatdbmica de que as metastases eram causadas
por células malignas que entram na circulacdo e migram para locais distantes no organismo
(LIOTTA, 1992; VAN KEMPEN & COUSSENS, 2002). Cerca de 30% dos pacientes com
diagnostico de tumores malignos solidos (com excecdo do cancer de pele ndo-melanoma)
desenvolve metastases, fato que reduz acentuadamente a possibilidade de cura (COTRAN et
a., 2000).

A metéstase constitui um processo multietapas, caracterizado por interacles entre as
células neoplésicas, as células do hospedeiro e a matriz extracelular. Enzimas proteoliticas
possuem papel fundamental na degradacdo da matriz extracelular, sendo necessérias para que
0 tumor ultrapasse a barreira tecidual, tais como membrana basal e a propria matriz



extracelular (WANG et a., 1996). Outro fator importante para a circulacdo de células
neoplésicas dentro do organismo € a atividade do citoesgueleto, particularmente a formacao,
desintegracéo, contracdo e relaxamento de géis de actina e feixes de filamentos de actina,
associados a €la existem diferentes proteinas que na maioria das vezes é regulada diretamente
por concentracdes de Ca®* ou indiretamente via calmodulina (ROOS, 1984).

Para produzir lesdes clinicamente relevantes, células metastéticas precisam compl etar
todos 0s passos de progressao tumoral, até atingir o crescimento para a formagéo da massa
tumoral em sitios distantes do tumor primério. Esta, por sua vez, tem que alcancar 1 mm de
didmetro para que estimule a angiogénese pela secrecdo de fatores pré-angiogénicos e pela
inibicéo de fatores anti-angiogénicos (FIDLER, 2002).

Alteragbes genéticas influenciam a adesividade celular, favorecendo o
desprendimento das células do tumor primério, além da neovascularizagdo que ndo sO serve
para manter as necessidades metabdlicas inerentes ao desenvolvimento do tumor, como
também para prover uma rota de “fuga’ pela qual as células neoplasicas podem deixar o
tumor prim&io (TANAKA et a., 2002) e adentrar o sistema linfético ou circulatério,
caracterizando a disseminagdo linfatica e hematogénica, respectivamente (CNAMBERS et al.,
2002). As cédulas neoplasicas que sobrevivem, multiplicam-se e extravasam para 0
parénquima dos 6rgdos formando novos focos tumorais (RIZZO, 2000), constituem o
fenbmeno conhecido como metéstase. Segundo Donenko et al. (1992), o crescimento
metastatico depende do aspecto das células tumorais, e este mecanismo é controlado em parte
pelo organismo do hospedeiro.

O aumento da atividade angiogénica das células tumorais e a protecdo destas células
contra apoptose ocorre devido aexpressao de oncogenes (ras, K-ras, H-ras, bcl-2) e devido a
mutagdes no gene supressor tumoral p53 (FOLKMAN, 2003).

A invasdo e a metéstase matam 0 hospedeiro por dois processos. invasdo local e
danos em 6rgdos distantes. Geralmente, a invasdo local pode comprometer a funcdo dos
tecidos envolvidos, sga por compressdo, destruicdo local ou impedimento da funcdo do
0rgdo. O ponto decisivo mais significativo na doenca € o estabelecimento da metastase. Neste
estagio, o paciente ndo pode mais ser curado por terapialocal, sucumbindo ainjurias causadas
pela disseminagéo do tumor (BOGLIOLO et a., 1987).

Tumores histologicamente comparaveis podem ter potenciad metastético
extremamente divergente, dependendo do genédtipo e influéncias ambientais locais. O
potencial metastatico € influenciado pelo micro-ambiente local, angiogénese, interacdes
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tumor-estroma, elaboracdo de citocinas pelo tecido local, e mais significativamente por seu
gendtipo molecular (LIOTTA & KOHW, 2000).

Modelos animais para o estudo das metastases tém auxiliado na fabricacéo de drogas
e na identificacdo de genes que promovem ou suprimem as metastases, novos alvos para o
desenvolvimento de novas terapias. A andlise destes modelos tem sido necessérias para 0
entendimento da complexidade de processos importantes da doenca (ROSOL et al., 2003).

3.4.MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular (MEC) é formada por um complexo de macromoléculas
relativamente estaveis que sdo secretadas por fibroblastos. Ela esta presente em todos os
tecidos e € mais abundante nos tecidos conjuntivos. E formada por componentes fibrilares
estruturais (colageno e elastina) e adesivos (fibronectina e laminina) e por componentes ndo-
fibrilares constituidos por cadeia de polissacarideos conhecidos como GAGs, geralmente
encontrados em ligacdo covalente com proteinas na forma de proteoglicanos. A MEC exerce
importante papel na juncdo celular como também no desenvolvimento, polaridade e
comportamento das células, aém de estabelecer a modulagcdo da estrutura, fisiologia e
biomecanica dos tecidos (ALBERTS et al., 1997; SANTOS & CARVALHO, 2001).

A MEC é considerada desde muito tempo como um “cimento” que confere
propriedade mecanica e caracteristicas estruturais aos tecidos. Diferencas na expressdo de
proteinas da MEC sd0 responsaveis por proporcionar um ambiente especifico que modula o
fenGtipo celular durante o desenvolvimento, por remodelar tecidos (cicatrizacdo) e estar
envolvida em situagdes patol dgicas como invasdo tumora (SID et al., 2004).

A interacdo das células neoplésicas com a MEC parece ser um dos mais importantes
mecanismos do processo de metéstase. Os componentes desta matriz sdo responsaveis por
inUmeras atividades que vao desde o preenchimento do espaco intersticial até a adeséo
celular. Tem sido demonstrado que células tumorais que exibem receptores de superficie para
laminina e fibronectina tém ato potencial metastético se comparado com aquelas que
possuem niveis minimos destes receptores. As células tumorais produzem enzimas
proteoliticas (uroquinase, catepsina B e D, ativador de plasminogénio e vérias
metal oproteases) que sdo indispensaveis no processo de desenvolvimento das metéstases por
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degradarem a matriz extracelular. Outro passo importante no processo de metastatizacéo € o
envolvimento das células neoplasicas com 0s componentes da matriz (laminina e
fibronecting), que favorecem a migracéo das células até os vasos sanguineos (AMSTALDEN,
2003).

3.5.MOLECULASDE ADESAO CELULAR

Segundo Albelda & Buck* (1990, apud AMARAL, 1999), as moléculas de adesio
celular (cell adhesion molecules — CAM’S) ou receptores de adesdo sdo, em gerad,
glicoproteinas sintetizadas pelo reticulo endoplasmético rugoso (RER) e possuem grande
guantidade de aminoécidos hidrofdbicos. Estes aminoécidos constituem o sinal reconhecido
pelas organelas celulares, para que possa ocorrer distribuicdo e localizagdo apropriada das
mol éculas na membrana celular.

As moléculas de adesdo celular participam da interacéo células-célula e cdula-matriz
e também da migracdo destas em condicdes fisiolégicas e patoldgicas, como em doencas
inflamatdrias, autoimunes e neopléasicas, principalmente por estarem diretamente ligadas aos
processos de invasdo e metastase (ALBERTS et a., 1997; MACKAY & IMHOF, 1993).

Existem algumas evidéncias de que adesdo € afetada durante a transformacdo das
células malignas, e que a desregulacdo de varios mecanismos de adesdo esta claramente
associada com a progressdo de tipos diferentes de canceres com fenétipo maligno (THIERY,
2003).

As moléculas de adesdo podem ser divididas em diferentes familias baseadas em suas
propriedades quimicas e estruturais. Elas incluem a superfamilia das imunoglobulinas,
integrinas, caderinas e selectinas (BRAYTON et al., 1998).

4 ALBELDA, SM.; BUCK, CA. Integrins and other cell adhesion molecules. Faseb Journal, v. 4, n. 11, p.
2868-2880, 1990.
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3.5.1. ESTRUTURA E DISTRIBUICAO

De acordo com Alberts et al. (1997), a superfamilia das imunoglobulinas (Igs) sdo
moléculas protéicas responsveis pela adesio célula-célula independente de Ca®*, possui um
ou mais dominios | g-semelhantes, caracteristicos dos anticorpos. Algumas dessas moléculas
sdo expressas em células endotdliais ativadas que se ligam & integrinas na superficie dos
leucdcitos contribuindo, para o fendmeno de transmigragéo para os sitios de inflamagdo. A
superfamilia das imunoglobulinas inclui moléculas que participam da imunidade celular,
transducdo de sinais, regulacdo da expressdo de genes, migracdo de células durante o
desenvolvimento e interacbes de leucdcitos, algumas dessas moléculas sdo restritas a
leucdcitos e outras so expressas por células endoteliais, células neurais e células neoplasicas.
Dentre essas moléculas estdo algumas como ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, PECAM-1
(BRAYTON et d., 1998; HENRICKS & NIKAMP, 1998; CAVALLARO et al., 2004).
Alguns estudos indicam que as moléculas ICAM, VCAM e PECAM estéo envolvidas na
adesdo de células malignas ao endotélio e parecem ter papel importante na formacdo de
metéstases (BRASILEIRO FILHO et al., 1998).

As integrinas sdo glicoproteinas transmembrana compostas por dois heterodimeros
associados ndo-covalentemente conhecidos como subunidades a e b. S&o expressas pelos
leucécitos e seus dominios intracitoplasméticos ligam-se ao citoesgueleto. As principais
moléculas de adesdo das células T sdo a integrina b, conhecida como antigeno VLA, e a
integrina b, conhecida como LFA-1, que € expressa em mais de 90% dos timdcitos e das
células T maduras, dos granulécitos e mondcitos. A VLA possui como ligante especifico a
VCAM-1 ou CD106, expressa nas células endoteliais ativadas por citocinas; ligam-se também
afibronectina e alaminina que sdo proteinas presentes na matriz extracelular. A LFA-1 possuii
como ligante especifico a ICAM-1 ou CD54, expressa em células hematopoiéticas e ndo-
hematopoiéticas, incluindo células T e B, fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais
(HENRICKS & NIJKAMP, 1998; ABBAS et al., 2003). Segundo Keely et al. (1998), a maior
complexidade da biologia das integrinas € que elas possuem niveis de afinidades diferentes
com o0s seus ligantes. Logo, se uma célula tumoral fosse modificar a afinidade de suas
integrinas, poderia haver um maior impacto nas interagdes entre células e matriz extracelular,
na motilidade, invasividade, metastase e possivelmente controle de crescimento. Thiery
(2003) relata que dependendo do modelo celular ou do tipo de tumor, certas integrinas tem
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demonstrado uma alta ou baixa regulacdo. A integrina albl é expressa especificamente na
camada de células basais em epitélio de mama normal, mas é ausente em carcinoma de mama.

Caderinas sa0 mol éculas de adesio dependentes de Ca?*. A maioria das caderinas séo
glicoproteinas transmembrana e possuem importancia fundamental na regulacdo da
morfogénese e organizagdo dos tecidos, interagindo diretamente com o citoesgqueleto das
células. As caderinas foram primeiramente encontradas em tecidos epiteliais, sendo
denominadas de E-caderinas. Logo, outras moléculas foram descobertas e associadas aos
tecidos em que foram encontradas, como a N-caderina em células do sistema nervoso,
musculares e conjuntivas, e a P-caderina nas células da placenta e epiderme. A baixa
regulacdo da E-caderina esta diretamente associada aos carcinomas, jA que 90% s&o
originarias de cdulas epiteliais (THIERY, 2003).

As selectinas so proteinas de adesdo que promovem interacdo do tipo célula-céula,
responsaveis por mediar a interacdes entre leucécitos e células endoteliais ou plaquetas
(CROSS & BURY, 2003).

3.6. CORRELACAO DA MOLECULA DE ADESAO ESTUDADA E O CANCER

3.6.1. E-SELECTINA

A familia das selectinas € composta por trés membros. E, P- e L-selectina. A E
selectina é induzivelmente expressa em células endoteliais, a P-selectina est4 presente em
plaguetas, e a L-selectina é expressa constitutivamente sobre leucdcitos (KANNAGI et al.,
2004). As selectinas sdo proteinas ligadas a carboidratos cuja funcdo regula a migracéo dos
leucdcitos para os tecidos (ABBAS et a., 2003). Os trés tipos de selectinas estdo envolvidos
em metéstases do cancer (KANNAGI et a, 2004).

A E-selectina é também conhecida por molécula de adesdo leucocitaria endotelial 1
(ELAM-1) eresponsavel pelaregulacéo dos primeiros processos na cascata de adesdo, ligagao
e rolamento de leucocitos ao endotélio. A forma solUvel dessa molécula é detectada em
pacientes com certos tipos de cancer como por exemplo o cancer de mama (VAN KEMPEN
& COUSSENS, 2001).
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A adesdo de células neoplésicas circulantes ao endotélio vascular constitui um
importante suporte para a formacdo de metastase dos tumores malignos (ALEXIOU et d.,
2003). Entéo, Matsuura et a. (1997) detectaram em pacientes com cancer de mama um
aumento de E-selectina que era expressa na superficie de células endoteliais; estimulada por
liberacdo de citocinas inflamatérias (IL-1b e TNF-a) e seguido de um aumento na
concentracdo dos ligantes de carboidrato que sdo antigenos conhecidos como sialyl Lewis®.
Esses antigenos sdo expressos na superficie e no citoplasma de células neoplésicas. O
aumento da sintese de sialyl Lewis" esta associado a carcinogénese do cancer de mama e
outros tipos de cancer. E-selectina e sialyl Lewis* sdo encontrados em niveis aumentados no
soro de pacientes com cancer avancado ou recorrente, e principamente com metastases

distantes.

3.6.1.1. LIGANTESDE CARBOIDRATOS

Os carboidratos estéo presentes nas membranas e correspondem s por¢des glicidicas
de suas glicoproteinas, proteoglicanos e glicolipidios. Dentre os carboidratos séo encontrados
glicose, galactose, manose, frutose, N-acetilgalactosamina e acido N-acetilneuraminico ou
acido sidico. Os carboidratos possuem grande importancia para a fisiologia das membranas
por ocuparem espacos relevantes em sua superficie. Esse revestimento celular € conhecido
como glicocdlix, cuja principal fungdo € o reconhecimento de moléculas o que permite a
comunicacdo intracelular (SANTOS & CARVALHO, 2001). A superficie das células do
tumor ascitico de Ehrlich apresentam carboidratos que sdo reconhecidos pelo anticorpo
monoclona da classe IgM conhecido como A10. Este, por sua vez, reage com varios
adenocarcinomas mas nao com tecidos normais (MEDINA et a., 1999). Epitopos de
carboidratos sdo expressos em mamiferos e estdo presentes tanto em glicoproteinas quanto em
glicolipidios. Entretanto, sabe-se que os carboidratos das membranas das células passam por
certas mudancas durante a transformagao celular (SONG et al., 1993).

O é&cido sidlico geramente ocorre no final de cadeias de carboidratos comumente em
a-2,3- ou a-2,6- ligados a galactose (Gal) ou em residuos de proteinas como N-acetil-D-
galactosamina (GalNAC). A presenca do &cido sidlico sobre carboidratos esta associada a uma

variedade de interacBes bioldgicas como em estimulo e mascaramento antigénico. Mudanca
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na quantidade de &cido sidlico e/ou tipos especificos de ligagdo com outros glicoconjugados
de superficie celular tem sido observadas em invasdo e metéstase causadas pelo cancer
(MOSTAFAPOUR & GOLDSTEIN, 1993).

O antigeno do grupo sanguineo Lewis € biosintética e estruturalmente associado a
carboidratos, e € usado como marcador de desenvolvimento embrionério e diferenciacdo
celular. Em adultos, a sua presenca ndo € limitada somente a eritrécitos, mas também pode ser
encontrado em diferentes tecidos. A transformagdo neoplasica esta freqlientemente associada
com uma dglicosilagdo anormal, resultando na expressdo alterada de determinados
carboidratos. Normalmente, o aumento ocorre durante a progressao tumoral. Os antigenos de
carboidratos associados a tumores séo duas estruturas de carboidratos conhecidas como siayl
Lewis® e sidyl Lewis (Figura 1) (UGORSKI & LASKOWSKA, 2002; KANNAGI et a.,
2004).

Estudos demonstram que sialyl Lewis € um ligante para E-selectina e possui um
importante papel na metastase tumoral (KIJIMA & a., 2003). Sidyl Lewis® desempenha um
papel essencia na adesdo ao endotélio de células do cancer, derivadas de 6rgéos digestivos
como colon, reto, pancreas e trato hiliar, enquanto o sialyl Lewis* desempenha papel na
adesdo com células do céncer derivadas da mama, ovéario e pulmdo. Estes resultados
levantaram a possibilidade de que a adesdo das células do cancer ao endotélio é mediada pela
E-selectina e ligantes de carboidratos especificos que podem estar envolvidos na metéstase
hematogénica do cancer (KANNAGI et a., 2004).

O antigeno sialyl Lewis®foi descoberto por Koprowski et a.> em 1979 com o uso do
anticorpo monoclonal 19-9. Com o uso deste anticorpo foi observado uma elevada expresséo
na superficie de células do cancer humano de péancreas, colon e estbmago in vitro, como
também em adenocarcinoma humano de célon, estbmago, pancreas e vesicula biliar
(UGORSKI & LASKOWSKA, 2002).

Kannagi et a. (2004) relatam que o Japdo € o pais que mais aplica a rotina para
diagndstico de marcadores de carboidrato tumoral em pacientes com cancer, por acreditarem
gue esses antigenos estdo associados anatureza maligna das células tumorais e intimamente

envolvidos com as metéstases hematogénicas e com a angiogénese tumoral.

® KOPROWSKI, H.; STEPLEWSKI, Z.; MITCHELL, K.; HERLYN, M.; HERLYN, D.; FUHRER, JP.
Colorectal carcinoma antigen detected by hybridoma antibodies. Somat Cell Genetic, v. 5, p. 957-72, 1979.
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NeubAco2-3Galp1-4GIcNAC—

Fuca1-3

Neu5Aco2-3Galp1-3GIcNAC—

Fucn1-4

Figura 1. Estrutura dos antigenos sialyl Lewis® (A) e sialyl Lewis® (B) (UGORSKI &
LASKOWSKA, 2002).



4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizados 42 camundongos BALBI/c,
fémeas, com 6-8 semanas de idade, e pesando de 20 a 24 g, obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Durante o periodo de experimentagdo, os animais
permaneceram no referido biotério, recebendo agua e racéo comercia balanceada ad libitum.

4.2. OBTENCAO E MANUTENCAO DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

As células do tumor ascitico de Ehrlich encontravam-se congeladas em nitrogénio
liquido e foram cedidas pelo Laboratério de Biologia do Cancer do Departamento de Biologia
Animal daUFV.

ApGs o descongelamento das células inoculou-se intraperitonealmente, com auxilio
de seringas de insulina, 0,3 mL da suspensdo destas células em PBS em camundongos
receptores.

Para a manutencéo do tumor foram colhidos, de animais portadores, cercade 0,3 mL
de fluido ascitico contendo aproximadamente 10° céulas tumorais e inoculados
intraperitonealmente em camundongos receptores. Esse procedimento foi repetido a cada 10
dias durante 30 dias.
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4.3. PREPARO DAS CELULAS TUMORAIS PARA INOCULACAO

Com o auxilio de seringas e de agulhas descartaveis estéreis, foram colhidos cercade
3,0 mL de fluido ascitico de camundongo inoculado ha 10 dias com o tumor de Ehrlich na
cavidade peritoneal. A suspensdo celular do fluido ascitico foi centrifugada® a 1500 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado, as células foram ressuspendidas em tubos de
centrifuga’ com solucéo salina tamponada, sendo este procedimento repetido por trés vezes.
Quando necessario, era utilizada alise de heméacias, por 2 vezes.

Foram feitas contagens, teste de viabilidade das células pelo método de exclusdo com
azul de tripano a 0,4%, utilizados na proporcdo 1:1. Para a contagem das células, utilizou-se
Hemocitdmetro de Newbauer, contando as células dos quatro quadrados externos, ou
guadrados brancos.

As células que apresentavam a coloracdo azul eram consideradas inviaveis levando
em consideracdo a viabilidade maior que 90%. O nimero de células presentes na suspensao
foi ajustado para 2 x 10%/100 pl.

6 Centrifuga BR4i — JOUAN
" Corning— 14 mL
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4.4, INOCULACAO DOSANIMAIS

Os camundongos foram eutanasiados com superdosagem de anestésico e com auxilio
de seringa e agulha descartévels estéreis, recebiam 0,1, 0,05 e 0,05 mL de suspenso,
contendo 2 x 10° células tumorais por via intravenosa (veia da cauda), via subcutanea (coxim
plantar esquerdo) e intramuscular (musculo vasto lateral direito) respectivamente, conforme
Tabelal.

Tabela 1 — Esquema de inoculagéo

Tratamentos Qtd. i n\é(':ﬁfa%;o Inéculo Qtd. total
| A (controle) 4 v PBS-0.1mL
| B (15 dias) 5 A% TAE/PBS-0,1 mL 14
| C (30 dias) 5 A% TAE/PBS-0,1 mL
I1' A (controle) 4 IM PBS—- 0,05 mL
Il B (15 dias) 5 IM TAE/PBS-0,05 mL 14
I1 C (30 dias) 5 IM TAE/PBS—-0,05 mL
[l A (controle) 4 SC PBS—0,05mL
111 B (15 dias) 5 SC TAE/PBS—-0,05 mL 14
11 C (30 dias) 5 SC TAE/PBS—-0,05 mL

4.5. CRESCIMENTO CELULAR DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH IN VITRO

Para 0 estabelecimento da curva de crescimento da linhagem de células do
adenocarcinoma estudado utilizou o item 4.3, onde foram inicialmente plaqueadas 5 x 10°
células em meio de cultura RPMI 1640 (SIGMAO) completo. Posteriormente, as células

foram cultivadas em placas de vinte e quatro pocos® em estufa’ de CO, a 5%, umidade 95% e

8 Nunclon
® CO, Incubator NU4750 - NUAIRE
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temperatura de 37°C. A intervalos regulares de 24 horas até as 96 horas, as células contidas
em cada poco foram contadas utilizando o método de exclusdo pelo azul de tripano. Esse
experimento foi feito em duplicata e teve como controle positivo a utilizagdo do mitdégeno

concanavalinaA (Con A) naconcentragdo de 5 ng/mL.

4.6. AVALIACAO MACROSCOPICA E MICROSCOPICA

Os camundongos foram eutanasiados 15 e 30 dias apds ainoculacdo. Dos grupos |1 e
Il coletaram-se amostras dos linfonodos popliteo, inguinal, braquia e axilar, e do grupo I,
além dos linfonodos popliteo, inguinal, braquial e axilar coletou-se também o pulm&o, baco e
figado. AlteracBes macroscépicas como presenca de nddulos, capsulas e angiogénese foram
observadas. Estes fragmentos foram fixados em formol tamponado 10%, processados pelas
técnicas histologicas usuais de desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina, cortados
com 4 micrébmetros, e corados pela hematoxilina-eosina para estudo em microscopio de luz.
Levou-se em consideracdo na andlise a observacado de indices mitéticos, pontos de necrose,
infiltrados inflamatérios, presenca de metastases ou colonizacfes. Parte desse materia foi

também utilizado para a realizagdo da técnica de imunohistoquimica (item 4.8.1).

4.7. ANTICORPO UTILIZADO

O anticorpo policlonal monoespecifico antimolécula de adesdo™® (anti E-selecting)
com reatividade conhecida para humano, bovino e ovino, usado no presente estudo, foi
diluido numa concentragdo de 1:80 em solugéo de PBS pH 7,2.

0 Neo Markers O
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4.8. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

4.8.1. Identificacéo de E-selectina em amostr as de tecidos

A identificacdo da molécula de adesdo foi redizada pela técnica de Ipx indireta,
segundo protocolo utilizado por Sanabria (2002), com algumas modificagdes, tais como:
mudanca na inclusdo das amostras, onde se substituiu Tissu Freezing Médium® por inclusdo
em parafina e fixagéo em solucéo de paraformaldeido por formol tamponado 10%.

Foram utilizadas amostras de tecidos que apresentaram metastases. Fragmentos de
tecidos processados por técnicas histoldgicas de rotina e seccionados com 4 nm de espessura
foram desparafinizados durante 24 horas (56°C) e diafanizados em dois banhos de xilol por 30
minutos cada. A seguir, hidratagdo em dois banhos com & cool absoluto, & coois 95%, 80% e
70% por cinco minutos cada. As laminas foram lavadas em agua destilada por dez minutos e
posteriormente submersas em tampdo PBS pH 7,2 durante cinco minutos. Posteriormente,
foram incubadas com PBS-glicina 0,1 M durante 10 minutos para bloquear os radicais
aldeidos e lavadas duas vezes com PBS 7,2 durante 5 minutos cada. As amostras foram
incubadas em solucéo de H>O, 30v a 4,0% em PBS, pH 7,2, durante 20 minutos, para
bloquear a peroxidase enddgena. Apods 3 lavagens com PBS 7,2 durante 5 minutos cada, as
ligacOes inespecificas foram bloqueadas com PBS contendo 10% de soro equino, durante 30
minutos. As laminas foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2 durante 5 minutos cada. As
l&minas foram incubadas com o anticorpo policlonal monoespecifico antimolécula de adesdo
E-sdectina (CD62-E) durante 24 horas a 37°C. Apds trés lavagens com PBS durante 5
minutos cada, o material foi incubado com 1gG de cabra anti-lgG de coelho conjugada com
peroxidase (SIGMAO) diluida 1:300, durante 50 minutos a 37°C em camara Umida. Depois
de 2 lavagens por 5 minutos cada com PBS pH 7,2, realizou-se a revelagdo com cromogeno
(0,025% de DAB — SIGMA® e 3,0% de H,0, 30v em PBS pH 7,2) durante 15 minutos no
escuro, seguindo-se 2 lavagens por 5 minutos cada com PBS pH 7,2 e contracoloragdo com
Hematoxilina de Harris 1:3 por 3 minutos. Finalmente, as laminas foram lavadas com &gua
destilada deionizada durante 5 minutos, secas, montadas com EntellanO e observadas em

microscépio de luz.
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Os resultados foram avaiados mediante presenca (+) ou auséncia (-) de

imunomarcacao.

4.8.2. ldentificacdo de E-selectina em cultura de células endoteliais estimuladas com

liquido ascitico de animais portadoresdo tumor de Ehrlich

Para a inoculacgo utilizou-se suspensdo celular com 2,5 x 10° células do TAE, por
via intraperitoneal. A coleta do liquido ascitico (LA) foi feitano 5%, 72, 82, 10°, 112, 12° ¢ 14°
dias poés-inoculacdo. Centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, o liquido ascitico foi
congelado a —20°C. As células endoteliais de veia umbilical bovina (BUVEC's) da 12°
passagens, foram cultivadas em placas de 24 pocos, nas quais foram colocadas laminulas de
vidro redondas em cada pocgo. Ap6s formacédo de monocamada foi adicionado sobre elas 50 m
do liguido ascitico nos diferentes tempos de coleta dos animais portadores do TAE com 1,0
mL de meio RPMI 1640 em pH 7,2 (RPMI 1640, HEPES 25 mM, 1% abumina sérica
bovina). Foram utilizados como controle, 0 meio RPMI 1640 (1,0 mL) e 0 mesmo meio (1,0
mL) com plasma contendo citocinas pré-inflamatérias (10 m). As células endoteliais foram
estimul adas com essas solugdes por um periodo de 2 horas.

ApoGs o tempo de estimulo, as laminulas foram lavadas com PBS e, em seguida
fixadas com paraformaldeido 4% durante 20 minutos, e lavadas duas vezes com PBS pH 7,2
durante 5 minutos cada. A realizac8o da técnica de imunoperoxidase indireta para deteccdo da
molécula de adesdo E-selectina e a avaliacdo da presenca de imunomarcacdo foi conduzida
conforme o item 4.8.1., com a seguinte modificacdo: a incubacéo das células com anticorpo
policlonal monoespecifico antimolécula de adesdo E-selectina (CD62-E) foi feita durante 24

horas a4°C, ao invés de 37°C.
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4.9. ADESAO DE CELULAS DO TUMOR ASCIiTICO DE EHRLICH EM CELULAS
ENDOTELIAISDE VEIA UMBILICAL BOVINA (BUVEC'S)

As células endoteliais obtidas de veia umbilical bovina (BUVEC's) encontravam-se
congeladas em nitrogénio liquido e foram cedidas pelo Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoérios (Bioagro/UFV).

Para redlizar a adesdo, células endoteliais foram colocadas sobre laminulas de vidro
redondas™ acondicionadas em placas de 24 pocos, utilizando meio RPM| 1640 completo (10
% soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 1% antibiotico/antimicético). O procedimento foi
feito em duplicata. Apds formagdo de monocamada, 0 meio RPMI foi substituido pelo tampéo
de adesdo (RPMI 1640, HEPES 25 mM, 1% dbumina sérica bovina pH 7,2) e pelo tampao de
adesdo com plasma contendo citocinas pré-inflamatérias conforme tratamentos demonstrados
na Tabela 2. Posteriormente, incubacéo em estufa de CO, a 5%, umidade 95% e temperatura
de 37°C. Ap6s duas horas, os pogos foram lavados por duas vezes com meio RPMI 1640
incompleto. Para confirmacdo da expressdo da E-selecting, utilizou a técnica de Ipx indireta
Céulas do tumor ascitico de Ehrlich foram obtidas de camundongos portadores de tumor
ascitico de Ehrlich, conforme item 4.3. Foram feitas contagem e gjuste das cdlulas do TAE
que estavam em suspensio (2,5 x 10° cdulas do TAE em 0,5 mL de meio de cultura).
Posteriormente, foram colocadas sobre as células endoteliais e incubadas em estufa de CO; a
5%, umidade 95% e temperatura de 37°C , durante 90 minutos. Apds o tempo de incubago,
as laminulas foram lavadas com PBS pH 7,2 sob agitacdo, por trés vezes durante cinco
minutos cada e coradas com corante pandptico?, de acordo com instrucdes do fabricante e
montadas com laminulas e Entellan®. O nimero de céulas do TAE aderidas em 100 células
endoteliais, em cadalaminula, foi contado em microscépio de luz utilizando-se 0 aumento de
1000x.

O resultado do teste foi expresso como nimero médio de células aderidas em 100
células endoteliais. O restante das células do tumor ascitico de Ehrlich foi colocado em
garrafas e mantidas em estufa de CO; a 5%, umidade 95% e temperatura de 37°C por 2 dias.
Posteriormente, apds separacdo dos dois tipos celulares o procedimento de adesdo foi repetido
somente com células que aderiam ao substrato.

1 Chance propper LTDA — 13 mm de didmetro
2 | nstant ProvO, Newprov.
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Tabela 2 — Tratamentos utilizados para estimulo de células endoteliais.

Tempo de .
Tratamentos estimulo (h) Quantidade
Plasma contendo citocinas
1 pré-inflamatorias + 2 10 e plgnnaé-; 1,5ml de
tampéo de adesdo b
2 Tampéo de adeséo 2 1,5mL
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. CRESCIMENTO CELULAR DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH IN VITRO

A dindmica do crescimento celular permitiu avaliar, no periodo entre 24 a 96 horas, a
multiplicacdo celular e formagdo de monocamada (Figura 2). Levando-se em consideracéo
gue existiam dois tipos celul ares nesta linhagem, uma parte das células aderiu ao substrato, e a
outra parte permaneceu em suspensdo. As células aderentes comegaram a formar
monocamada a partir de 24 horas, sem no entanto chegar a confluir ao final das 96 horas,
mostrando que a maior parte das células permaneceu em suspensdo. Estes resultados estéo de
acordo com aqueles encontrados por Song et al. (1993) e Roth et al. (1994) que constataram a
presenca de tipos celulares diferentes em relagdo a forma, a capacidade de aderéncia ao
substrato, bem como em relacdo & caracteristicas morfol égicas e quimicas diferentes.

As células deste tumor apresentaram um elevado grau de pleomorfismo celular, o
qual estava relacionado também com a variagdo no tamanho dos nicleos. Esta afirmativa
pode ser confirmada pelas observagOes de Dagli (1989) que relacionou estas alteractes ao
grau de diferenciacdo das células e ao potencial metastético. Segundo 0 mesmo autor, 0
volume menor do nicleo estaria associado a umamaior quantidade de DNA.

Esse grau de pleomorfismo celular parece estar relacionado ao comportamento in
vitro, e que define a sua forma, ou sgja, as células que estavam em suspensado apresentavam
formas arredondas ou ovaadas, e aquelas que aderiam ao substrato apresentavam-se
estreladas e fusiformes (Figura 3). Estes dois tipos celulares possuiam nacleo bastante

volumoso e de contorno irregular com nucléolos exuberantes, concordando com os achados
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de Roth et a. (1994) gque estudaram trés variantes do TAE, as quais apresentaram diferencas
na morfologia e no comportamento in vitro.

Estas diferencas presentes na linhagem de células do tumor ascitico de Ehrlich ndo
representaram limitagdes ao estudo, apenas determinaram a necessidade de separar as células
gue aderem ao substrato dagquel as que ficam em suspensdo com a finalidade de realizar o teste
de aderéncia em células endoteliais, para poder determinar a capacidade de adesdo dos dois
tipos celulares.

O controle positivo que se usou foi 0 mitégeno Con A, que é uma proteina globular
de origem vegetal obtida a partir do feijdo Canavalia ensiformis e que, devido a suas
propriedades bioquimicas, é considerada uma lectina que tem capacidade de induzir mitose
em células de origem linfocitica.

A eficiéncia na multiplicag8o celular que foi observada com o uso do mitégeno Con
A deve estar relacionada com a presenca de receptores para este mitdgeno na superficie da
membrana das células do TAE. Esta afirmativa pode ser sustentada ja que Rittenhouse et al.
(1976) haviam sugerido que na superficie das células do tumor ascitico de Ehrlich
localizavam-se no minimo seis receptores individuais para esse mitdgeno. Por outro lado, a
ligacéo da Con A ocorre através de interagdes com a por¢ao de carboidrato das glicoproteinas
presentes na membrana das células (PODOLSKY et a., 1974) e as células do tumor ascitico
de Ehrlich apresentam carboidratos na superficie das membranas que se expressam de formas
diferentes, dependendo do tipo celular ser aderente ou ndo-aderente (SONG et al., 1993;
ROTH et d., 1994).

27



NUmero de células TAE x10°

20

10

— TAE
— TAE + Con A

Tempo (h)

Figura 2. Curvade crescimentoin vitro do tumor ascitico de Ehrlich.

Figura 3. Céulas do tumor ascitico de Ehrlich em cultura
mostrando intenso pleomorfismo e presenca de tipos
celulares diferentes (setas). Contraste de fase. 400x.
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5.2. ANALISE MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DO TAE

5.2.1. Inoculagéo no coxim plantar

Em nenhum dos animais-controle se observou o desenvolvimento de nodulos
tumorais ou alteraces microscopicas aos quinze e trinta dias apds ainoculagdo com PBS.

Os animais que receberam a suspensdo de células tumorais por via subcutanea no
coxim plantar gpresentaram edema consideravel desta regido aos quinze dias pds-inocul acéo,
gue se tornou mais intenso apos trinta dias (Figura 4), ndo se observando ulceracdo da pele. A
massa tumoral possuia tamanho irregular, superficie lisa, e algumas vezes apresentava
pequenas nodulagdes. A superficie de corte mostrava coloracdo esbranquicada, sendo possivel
visualizar um aporte sanguineo aumentado proximo aperiferia do tumor, ndo se observando o
mesmo no centro da massa tumoral. O linfonodo popliteo, que drena a regido, apresentou
aumento de volume de seis a sete vezes 0 tamanho normal comparado com aos animais-
controle, enquanto que o linfonodo inguinal esquerdo encontrava-se aumentado de quatro a
CiNco vezes.

Microscopi camente notou-se crescimento exuberante da massatumoral que invadiaa
derme (Figura 5). A neoplasia infiltrava feixes musculares, apresentando extensas areas de
necrose localizadas na regido centra da massa tumoral. A massa tumoral gera uma
pseudocapsula que apresentava células grandes, nlcleos com cromatina condensada e
nucléolos evidentes, algumas das quais eram gigantes e multinucleadas. No gerd,
apresentavam elevado pleomorfismo celular, além de numerosas figuras mitéticas, algumas
atipicas e bizarras. O tumor possuia estroma escasso com pouca substancia intercelular.
Também se observou reacdo inflamatéria moderada na derme papilar e o infiltrado
predominantemente composto por células mononucleares.

Nos linfonodos popliteos observou-se hiperplasia reacional. Nesta fase, havia
numerosos nodulos linféides bem desenvolvidos, mostrando centros germinativos em
crescimento além de hiperplasia da regido paracortical e dos cordbes medulares. No seio
subcapsular de 40% dos linfonodos popliteos do grupo de trinta dias foram observados focos
de crescimento tumoral que comprimiam e afastavam o tecido linféide subjacente invadindo-o
(Figura 6), dém de apresentar areas de necrose (Figura 7). Este crescimento apresentava
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caracteristicas histol6gicas semelhantes & massas tumorais que se desenvolveram no coxim
plantar.

Na avaliagdo dos linfonodos inguinais, observou-se hiperplasia reacional semelhante
ao que foi constatado no linfonodo popliteo; porém, ndo se observou nenhum crescimento

neoplasico secundario.

5.2.2. Inoculagéo intramuscular

Nos animais-controle ndo foram observadas ateracBes macroscopicas nem
mi croscopicas apos inoculacdo com PBS, aos quinze ou aostrinta dias.

Nos animais que receberam a suspensao de células tumorais observou-se, aos quinze
dias, edema do membro pélvico direito. Este edema foi mais intenso aos trinta dias pos-
inoculacdo (Figura 8).

Macroscopicamente, detectou-se ulceragéo na pele somente no grupo de trinta dias.
Havia hiperplasia dos linfonodos popliteos e inguinais, 0s quais mostravam aumento da
vascularizacdo em ambos os grupos (Figura 9). A massa tumoral possuia caracteristicas
macroscopicas semelhantes & desenvolvidas no coxim plantar dos animais, notando-se
também aformacéo de novos focos tumorais préximos ao tumor primério.

O aspecto histolégico do tumor desenvolvido no tecido muscular apresentou
caracteristicas semelhantes ajuelas do tumor no coxim plantar. A massa tumoral cresceu de
forma intensa, invadindo os feixes musculares (Figura 10), mostrou elevado indice mitético e
infiltrado inflamat6rio préximo a pseudocapsula que recobre a massa tumoral. Observou-se
foco de crescimento metastético em apenas 20% dos linfonodos popliteos analisados. A
metastase comprometeu o linfonodo em sua capsula, preenchendo o seio subcapsular em uma
das faces do linfonodo. Nao houve crescimento tumoral nos linfonodos inguinais; porém,
observou-se aumento de volume dos linfonodos popliteos e inguinais, e em alguns casos
estendendo-se aos axilares.

Os linfonodos regionais apresentaram uma hiperplasia reacional semelhante a
ocorrida nos animais inoculados no coxim plantar. Embora os centros germinativos fossem
proeminentes, eles apresentavam numerosos macréfagos, os quais mostravam corpusculos
cromofilos no citoplasma. Havia também histiocitose sinusal. O tecido adiposo periganglionar
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apresentava aumento de vascularizacdo acompanhado de infiltrado inflamat6rio intenso,

composto por linfécitos, histidcitos, masticitos e plasmécitos.

5.2.3. Inoculagéo intravenosa

Nos animais-controle ndo foram observadas alteragdes macro nem microscopicas em
nenhum dos 6rgados analisados apos inoculagdo com PBS.

Nos animais gque receberam a suspensao de células tumorais ndo foram observadas,
macroscopicamente, nédulos nos 6rgéos analisados. Entretanto, em um animal observou-se
crescimento tumoral no local da inoculacdo (cauda), o que pode ter ocorrido por um possivel
extravasamento de células tumorais.

A andlise histol 6gica das amostras dos 6rgéos coletados aos quinze dias ndo mostrou
a presenca de células tumorais indicativa de colonizacdo pelo tumor ascitico de Ehrlich,
enquanto que aos trinta dias foram detectadas colonizagdes em 40% dos linfonodos inguinais
analisados (Figura 11) e em 20% dos linfonodos braguiais. Os focos de crescimento
iniciavam-se no seio subcapsular invadindo o tecido linféide, porém sem apresentar &reas de
necrose. As células tumorais presentes nos linfonodos mostravam-se bastante pleomorficas
com elevado indice mitético (Figura 12).

O figado de todos os animais mostrou aglomerados de células bl&sticas disseminadas
por todo o parénquima hepatico (Figura 13), expandindo espagos porta e sinusbides, além da
presenca de alguns megacariocitos. O baco aparentemente mostrou aumento do nimero de
megacari 6citos em relacdo ao bago dos animais do grupo-controle (Figura 14).

O crescimento de células in vivo apés inoculagcdo intramuscular e no subcutaneo
(coxim plantar) dos camundongos resultou na formacdo de massa tumoral sdlida local e de
metéstases em linfonodos regionais, e pela via hematogénica ocorreu migracéo de células e
colonizagdo em linfonodos. Assim, o modelo proposto mostrou-se adequado devido ao
crescimento tumoral em todos os animais inoculados, ndo regredindo espontaneamente.
Entretanto, o0 modelo de disseminacdo hematogénica ndo favoreceu a metastase em pulméo
como descrito por Rizzo (2000) e sm o desenvolvimento de colonizagdo em linfonodos
inguinais e braquiais. O crescimento rapido, que é uma caracteristica do tumor ascitico de
Ehrlich, ndo depende somente da sua localizagdo anatbmica, mas pode estar relacionada ao
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nimero de células utilizadas na transplantacdo uma vez que Guerra (1983) obteve taxas
diferentes de crescimento, de acordo com diluic¢fes das células do tumor ascitico de Ehrlich
inoculadas no coxim plantar, 0 que segundo esse mesmo autor poderia permitir uma resposta
de evasdo tumoral. A este respeito, Abbas et al. (2003) consideraram que O crescimento
tumoral répido pode permitir o estabelecimento de tumores imunologicamente resistentes
antes do desenvolvimento de uma resposta imune efetiva, denominada “ penetracéo furtiva’
segundo o qual a transplantacéo de pequenas quantidades de células tumorais pode levar ao
desenvolvimento de tumores letais, enquanto transplantes maiores do mesmo tumor sao
rejeitados. Ainda a este respeito, 0 mesmo autor explica que a resposta imune pode também
estar relacionada com a selecéo de células tumorais mutantes que perderam a expressao das
proteinas imunogénicas, especialmente se estas forem criticas para o fenétipo maligno do
tumor.

Segundo Rizzo (2000) os pulmdes sdo sitios preferenciais de nidacéo do tumor de
Ehrlich; entretanto, neste estudo, ndo se observou metéstase pulmonar em nenhum dos
animais quando inoculados por viaintravenosa. Este fato pode ser justificado pela quantidade
de células inoculadas e por alguns fatores mecanicos que as células tumorais podem sofrer
guando entram em contacto com o fluxo sanguineo. Além disso, muitas células sofrem lise
devido a atuacdo do sistema imune. Ainda, deve ser levado em consideracéo o procedimento
utilizado para inoculagéo intravenosa, como a tripsinizagdo, que segundo Subiza et a. (1987)
removeria proteinas antigénicas modificando a membrana das células, o que concorda com
Rizzo (2000) quando afirma que para reproduzir metastases experimentai s devem ser tomados
cuidados especiais para ndo dterar as caracteristicas da membrana celular, pois estas
alteragbes podem reduzir a capacidade metastética das células tumorais. Segundo Fidler™
(1970, apud RIZZO, 2000) vae ressatar que apenas 1% das células tumorais inoculadas
intravenosamente sobrevivem para formarem nédul os tumorai s metastéticos.

A disseminacdo linfatica utilizada por células do tumor ascitico de Ehrlich em
camundongos constitui um modelo adequado para investigacdo da migracdo destas células.
Com base nos resultados deste trabalho os grupos de inoculagéo de células tumorais no coxim
plantar e intramuscular representaram de forma contundente a comprovacéo de que células do
tumor de Ehrlich migram por via linfética, concordando com as pesquisas de Dagli (1989) e
Rizzo (2000).

BFIDLER, 1.J. Metastasis: quantitative analyasis of distribution and fate of tumor emboli labeded with 125|-5-
lodo-2-deoxiuridine. Journal Nat. Cancer Inst., v. 45, p. 773-82, 1970.

32



Segundo Cotran et al. (2000) existem trés vias de disseminacdo tumoral: implantacéo
direta, disseminacdo linféica e hematogénica, sendo que as duas Ultimas vias assumem
grande importancia por serem as mais comuns, e por isso mais discutidas. Bogliolo et al.
(1997) e Brasileiro Filho et a. (1998) afirmam que a via linfética é a preferencia dos
carcinomas. Entdo, considerando que o TAE é um adenocarcinoma de mama, justifica-se o
aparecimento de metéstases nos linfonodos regionais que drenam aregido, confirmando que o
TAE também usa preferencialmente avialinfatica.

No TAE h& perda de expressdo do MHC, razéo pelo qual o tumor cresce em varias
linhagens de camundongos (BERGAMI-SANTOS et a., 2004) e, portanto, tem a capacidade
de metastatizar por via linfatica e hematogénica. Segundo Hart (1989), em vérios tumores
murinos examinados, existe uma concordancia entre o aumento da habilidade para
metastatizar e a perda da expressdo de moléculas do MHC de classe |I. Abbas et a. (2003)
mostraram que, ao analisar tumores que sdo transplantados seriadamente de um animal para
outro, ocorre perda de antigenos reconhecidos pelos linfécitos T citotoxicos tumor-
especificos, havendo uma correlagdo com o aumento do crescimento, invasividade e potencial
metastético. Entdo, pelos resultados obtidos no presente estudo € possivel sugerir que as
células do tumor ascitico de Ehrlich que foi utilizado nesta pesquisa podem ter perdido ou
modificado os antigenos reconhecidos pelos linfocitos T-citotoxicos, o que explicaria a
invasividade que se observou quando estas células foram inoculadas via intramuscular ou no
coxim plantar.

A drenagem por linfonodos regionais resultou em metéstases no seio subcapsular de
alguns destes linfonodos, aém de causar hiperplasia da rede nodal. O seio subcapsular foi a
area onde se desenvolveram as metastases, e isto se deve ao fato de que os vasos linféticos
aferentes despejam a linfa nesta regido. Ja as areas de necrose coagulativa observadas nos
linfonodos popliteos foram conseqliéncia da falta de suprimento sanguineo, o que pode ter
sido ocasionado por obstrucdo dos vasos, seja por émbolos neoplésicos ou pelo crescimento
rapido e agressivo deste tumor.

A hiperplasiareacional ocorreu em 100% dos linfonodos regionais concordando com
os resultados obtidos por Dagli (1989) que estudou a disseminacdo linfética do TAE.
Conforme Cotran et a. (2000), a hiperplasia reativa ocorre devido a processos inflamatrios
gue ativam células B ou, simplesmente, € uma resposta do hospedeiro adrenagem de células
tumorais e/ou seus produtos.

Outros linfonodos da rede nodal que ndo o linfonodo regional ndo desenvolveram
metéstases, provavelmente devido ao fator tempo, embora tenham sido visualizadas células
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tumorais isoladas em vérios linfonodos da rede nodal. Este achado pode ser explicado pelo
fato de que os linfonodos regionais sdo responsaveis pela importante funcéo de criar uma
barreira efetiva, porém temporéria, contra as células neoplésicas (BOGLIOLO, 1987).

Ainda, no grupo inoculado via intramuscular, foi detectado que alguns linfonodos
axilares mostraram hiperplasia reacional acompanhada de uma reacdo inflamatéria discreta
com presenca de mastocitos. Segundo alguns pesquisadores, este fato estaria relacionado, a
presenca de cancer de mama (THORESEN et al., 1982; DAGLI, 1989; NAIK et al., 1997).
No entanto, a presenca de células tumorais s poderia ser confirmada com o uso de métodos
imunhistoquimicos, mediante a utilizagdo do anticorpo monoclonal A10 que detecta epitopos
de natureza glicidica das células do tumor ascitico de Ehrlich (R1ZZO, 2000). Por outro lado,
esta hiperplasia reacional pode ser em decorréncia da resposta imune a antigenos originérios
das células neoplésicas, ja que € no linfonodo que se inicia a resposta imune adaptativa
(ABBASet d., 2003).

Diferentemente de Dagli (1989) que relatou a ocorréncia de metastases em 80% dos
linfonodos subsequientes ao regional quando células tumorais foram inoculadas no coxim
plantar, no presente estudo ndo se constatou formacdo de crescimento metastético em
linfonodos subseqlientes ao regional embora células suspeitas isoladas, semelhantes &
tumorais tenham sido encontradas em linfonodos inguinais, segundo 0 mesmo autor estas
células passariam diretamente para esses linfonodos ap6s inoculacdo. Entretanto, Cotran et al.
(2000) esclarecem que linfonodos regionais podem ser preservados para dar lugar &
chamadas “ metastases em salto”, decorrentes de anastomoses venolinfaticas, ou por obstrucéo
de canais por inflamag&o ou radiagao.

Uma analogia feita por Rizzo (2000) afrase de Zetter'* (1990), caracteriza de forma
interessante 0 crescimento de focos secundarios. “Quando uma planta é semeada, suas
sementes sao carregadas em todas as diregdes; porém, s6 sobrevivem e crescem aquelas que
encontram um solo com condi¢bes favoraveis’, onde o desenvolvimento do arbusto por
intermédio de sementes relacionase ao crescimento de células tumorais (sementes) e seus
sitios de metastatizacdo (solo fértil). Acreditase que células tumorais podem se manter
vidvels, porém quiescentes, em Orgdos distantes, geramente isoladas, sem desenvolver
metéstase e que “despertam” em alguma fase do desenvolvimento tumoral. Donenki et al.
(1992) detectaram que depois de retirada cirdrgica de tumores localizados no musculo de
camundongos, houve recidiva do tumor e aparecimento de metéstases.

14 ZETTER, B.R. The cellular basis of site-specific tumor metastasis. New Engl. J. Med., v. 322, n. 9, p. 605-12,
1990.
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Quando da inoculagdo intravenosa observou-se hematopoiese extramedular intensa,
com aglomerados de células blésticas do tipo linfocitica disseminados por todo o parénquima
hepético e esplénico, sugerindo comprometimento da medula 6ssea, o que também foi citado
por Rizzo (2000) que considera este loca um foco de nidagdo preferencia das células
tumorais. Este achado pode ser explicado pelo fato de que o crescimento tumoral geralmente
esta associado a uma mudanca da resposta imune e da hematopoiese, ja que segundo alguns
autores pode ocorrer neutrofilia, trombocitose e hematopoiese extramedular, a qual pode ser
favorecida pelo fator estimulador de col6nias que € liberado pelas células do tumor de Ehrlich
(KUSMARTSEV et d., 1999; RUIZ DE MORALES €t al., 1999). O fator estimulador de
colbnias regula o crescimento e diferenciacdo de células hematopoéticas, incluindo
macréfagos e granuldcitos (BRASILEIRO FILHO et al., 1998), e aumenta a atividade de
células supressoras, as quais sdo detectadas inicialmente na medula éssea, e posteriormente no
baco e na massa tumoral. As células supressoras sdo capazes de inibir a resposta proliferativa
efunciond delinfocitos T (KUSMARTSEV et d., 1999; RIZZO, 2000).



Figura 4. Coxim plantar inoculado com células do tumor
ascitico de Ehrlich, mostrando crescimento
exuberante da massa tumoral. A: regido plantar, B:
regido dorsal.

Figura 5. Crescimento do tumor ascitico de Ehrlich no coxim plantar,

mostrando infiltrado inflamatdrio (seta) e massa tumoral (MT)
invadindo a derme (D). HE. 200x.



Figura 6. Linfonodo popliteo de animal 30 dias pds-inoculagéo com células do
tumor ascitico de Ehrlich. M: Metastase em seio subcapsular. HE.
200x.

Figura 7. Linfonodo popliteo de animal 30 dias p6s-inoculagéo com células do
tumor ascitico de Ehrlich. M: Metastase. N: &rea de necrose. HE.
400x.
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Figura 8. Massa tumoral intramuscular desenvolvida 30 dias apds a
inoculagdo, mostrando ulceracdo na pele (seta). A: face
media e B: face lateral.

Figura 9. Anima inoculado com células do tumor de Ehrlich
por via intramuscular. Massa tumoral muito
desenvolvida (*), vascularizacgo intensa proxima
a0 linfonodo regional com hiperplasa de
linfonodos inguinal (seta preta) e popliteo (seta
amarela).



Figura 10. Tumor ascitico de Ehrlich intramuscular mostrando alteractes
histol6gicas semelhantes ao coxim plantar. MT: massa tumoral, F:
feixe muscular. HE. 400x.
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Figura 11. Linfonodo inguina de animal 30 dias apds a inoculagdo mostrando
area de colonizagdo por células do tumor ascitico de Ehrlich (*). TL:
tecido linféide. HE. 200x.

Figura 12. Linfonodo inguinal de anima 30 dias ap6s inoculagcdo. Intenso
pleomorfismo e numerosas figuras mitéticas (seta). HE. 400x.



Figura 13. Figado de animal controle (A) e de animal
30 dias apos inoculagdo do tumor ascitico
de Ehrlich por via intravenosa (B)
mostrando  hematopoiese  extramedular
(seta). HE. A: 400x, B: 200x e C: 400x.
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Figura 14.

Baco de animal controle (A) ede animal 30
dias ap0s inoculagdo do tumor ascitico de
Ehrlich por via intravenosa (B) mostrando
hematopoiese extramedular com presenca
de megacariécitos (seta). HE. A e B: 200x.
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5.3. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

5.3.1. Identificagdo de E-selectina em amostras detecidos

A andlise microscopica das amostras de pulmao, figado, baco e dos linfonodos dos
animais inoculados por via intravenosa com células tumorais 30 dias pds-inoculacéo,
submetidas atécnica de imunoperoxidase para detectar a molécula de adesdo E-selectina, ndo
mostraram reacdo positiva. Entretanto, € importante citar que quando se realizou a mesma
andlise de imunoperoxidase em células tumorais aderidas in vitro, observou-se uma
imunomarcagdo intensa nestas células (Figura 15), o que indica que esta reacdo pode ser
devido apresenca de receptores para isoformas da E-selectina com afinidade pelo anticorpo

policlonal monoespecifico contra E-selectina.
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Figura 15. Células do tumor ascitico de Ehrlich in vitro. A cor
marrom indica imunomarcagdo positiva para o
anticorpo anti E-selectina. 1px. 400x.



5.3.2. Identificacdo de E-selectina em cultura de células endoteliais estimuladas

com liquido ascitico de animais portadores do tumor de Ehrlich

Todos os animais inoculados intraperitonea mente com 10° células do tumor ascitico
de Ehrlich apresentaram ascite, com liquido amarelado de consisténcia viscosa, e em alguns
casos hemorrégico (heméacias + + +), com densidade de 1,025, pH alcalino (8,0), proteinas
totais (4,0 g/dL) e contagem globa de cdulas de 250.000/mm°. A andlise do esfregaco
mostrou uma populacdo celular abundante com predominancia de células neoplasicas e
presenca de raras céulas inflamatorias dentre elas neutrdéfilos, linfécitos e macréfagos. Néo se
observou fungos nem bactérias (Figura 16).

Os resultados da imunoperoxidase indireta, utilizando o anticorpo policlonal
monoespecifico contra E-selectina, mostrou que quando as células endoteliais foram
estimuladas com liquido ascitico ndo se observava imunomarcagdo para esta molécula ().
Entretanto, a imunomarcagdo era positiva nas células estimuladas com plasma contendo
citocinas pro-inflamatérias (+) e negativa em células endoteliais sem estimulo () conforme
tabela 3.

Tabela 3. Imunomarcacdo da molécula de adesdo E-selectina em
células endoteliais de veia umbilical bovina (BUVEC's), estimulada
com liguido ascitico.

Tratamentos | munomarcagio

LA do 52 dia+ meio RPMI 1640 -
LA do 72 dia+ meio RPMI 1640 -
LA do 8° dia+ meio RPMI 1640 -
LA do 102 dia+ meio RPMI 1640 -
LA do 112 dia+ meio RPMI 1640 -
LA do 122 dia+ meio RPMI 1640 -
LA do 142 dia+ meio RPMI 1640 -

~N o oA WON R

g MeoRPMI 1640 -

g9 Plasma contendo citocinas +

(+), imunomarcagdo positiva
(-), imunomarcag&o negativa



Embora o modelo experimental tenha se mostrado adequado para avaliar a migracéo
de células e a formacgdo de focos secundérios, ficou evidenciado que aparentemente ndo ha
relacdo entre as metastases e a expressao da molécula de adesdo E-selectina, pelo menos nos
periodos de coleta do liquido ascitico. Isto possivelmente sgja devido aauséncia de citocinas
pré-inflamatdrias capazes de induzir a expressdo desta molécula no endotélio, corroborando
os achados de Gentile (2001) quando afirma que somente IL-2 e IL-6 estédo presentes em
alguma fase do desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich na cavidade peritoneal, sendo
necessarias as citocinas TNF-a, IL-1 e IFN-g para desencadear o processo de estimulo &
células endoteliais (SANABRIA, 2002).

As citocinas fazem parte de uma familia complexa de mediadores inflamat6rios que
influenciam muitos aspectos da biologia celular tumoral (GENTILE, 2001), dentre eles o
favorecimento da migracdo de células tumorais (BALKWILL & MONTOVANI, 2001),
fendmeno auxiliado pela presenca de mol écul as de adeséo expressas no endotélio vascular.

Baseado no que foi anteriormente descrito, pode-se sugerir que este sgja um dos
mecanismos que dificultaram a migracdo das células do tumor ascitico de Ehrlich para
formacao de focos secundérios nos 6rgaos estudados.

Segundo Brasileiro Filho et a. (1998), o processo inflamatério € um fendbmeno
essencialmente dinamico e, desta forma, seu aspecto morfoldgico se modifica com o tempo.
Com isto, pode-se supor que em alguma fase do desenvolvimento tumoral pode ter havido
presenca de E-selectina, mesmo que em pequena quantidade, contribuindo para a
disseminacdo do tumor. Entretanto nos periodos estudados (15 e 30 dias) ndo houve a
expressao desta molécula. Por outro lado, Matsuura et al. (1997) consideraram que a presenca
de E-selectina no endotélio e no soro de pacientes com neoplasia de mama constituem um
importante passo para a disseminacdo, pois alguns carcinomas de mama expressam em sua
superficie carboidratos que estimulam a producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-1b e
TNF-a) e aumento dos niveis de E-selecting, desta forma favorecendo a adesdo entre células
do tumor e o endotélio para posterior disseminagao.

Diferencas na sialisacéo da superficie de células neoplasicas tém sido relacionadas
com o potencial metastético de certas neoplasias humanas e experimentais, por favorecer a
adesdo a componentes da matriz extracelular (SONG et a., 1993; R1ZZO, 2000).

A resposta inflamatéria, local ou sistémica ndo é o achado predominante neste tipo
de neoplasia. Assim, o liquido ascitico dos animais portadores deste tumor ndo foi capaz de

estimular as células endoteliais possivelmente por ndo apresentarem citocinas necessarias ao
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estimulo. A este respeito, Gentile (2001) cita que apés implante intraperitoneal do TAE, nédo
houve estimulo de macrdéfagos peritoneais em nenhum dos tempos por €la estudados, e que 0s
niveis de TNF-a ndo foram significativos. Nesse mesmo sentido, Belik (2003) ressalta que o
TNF-a produzido por macréfagos € considerado um mediador-chave da inflamagdo cwmo
resposta do hospedeiro a injurias, invasdo por microrganismos, parasitas e principalmente em
neoplasias. A presenca desta citocina em altas concentragdes inibe a angiogénese e estimula o
crescimento tumoral em niveis baixos.

Ja que o tumor de Ehrlich ndo é capaz de desencadear uma resposta inflamatéria
efetiva, pode-se inferir que talvez este segja um mecanismo de escape tumoral, o que estaria
relacionado ndo s6 com a perda na expressao de MHC de classe I, dificultando assim, o
reconhecimento pelos CTLs como também na producdo de IL-6, que € uma interleucina
ativadora de resposta humoral porém, ndo efetiva contratumores ao contrério do que acontece
guando ocorre a produgéo de citocinas como o TNF-a e IFN-g(ABBAS et a., 2003).

Os CTLs podem exercer um papel importante nas respostas imunes antitumorais. As
citocinas secretadas por células T especificas para antigenos tumorais séo TNF-a e IFN-gque
podem aumentar a expressao do MHC de classe | nas células tumorais e a sensibilidade para a
lise pelos CTLs. A citocina IFN-g também pode ativar os macrofagos para lisar células
tumorais (ABBAS et d., 2003).
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Figura 16. Esfregago de liquido ascitico mostrando células do tumor ascitico de
Ehrlich. Instant Prov. 1000x.
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5.4. ADESAO DE CELULAS DO TUMOR ASCITICO DE EHRLICH EM CELULAS
ENDOTELIAIS(BUVEC'S)

Os testes de adesdo de células do tumor ascitico de Ehrlich em BUVEC's,
previamente tratadas conforme item 4.9 (Tabela 2), mostraram que a maior adesdo ocorre com
as células estimuladas com plasma contendo citocinas pré-inflamatérias, ndo se observando
diferenca quanto a0 numero de células aderidas e ndo-aderidas em funcdo do tipo de
tratamento utilizado (Figura 17). Este resultado confirma mais uma vez que a inflamagéo ndo
€ um fator preponderante em camundongos BALB/c durante a progressao tumoral,
concordando com Fecchio et a. (1990); Rizzo (2000); Gentile (2001); Belik (2003).

Para confirmar a presenca da molécula de adesdo E-selectina nas células endotéliais
(BUVEC's), estas células forma previamente estimuladas com plasma contendo citocinas pré-
inflamatorias (Figura 18), mostrando que houve imunomarcacao.

M édia do nUmer o de células
aderidas e ndo-aderidas
3

0 T 1
T1 T2
Tratamentos

T1 Plasma contendo citocinas @ Celulas TAE aderidas
T2 Tamp&o de adesio O Céulas TAE ndo-aderidas

Figura 17. Nimero médio de células do tumor ascitico de Ehrlich aderidas em 100
células endoteliais.



Os testes de adesdo em células endoteliais mostraram que ha ligacéo entre receptores
presentes nas células do tumor ascitico de Ehrlich e a molécula de adeséo E-sel ectina presente
nas células endoteliais (Figura 19), principamente quando se utilizou plasma contendo
citocinas pro-inflamatérias. Este evento esta relacionado ao fato de que o plasma utilizado
expressava intensos niveis de citocinas pro-inflamatérias como IL-12, TNF-a, IFN-g
(SANABRIA, 2002). Em contraste, Gentile (2001) detectou no liquido ascitico de animais
inoculados com tumor de Ehrlich, aliberacdo de IL-2 no 13° dia de evolugéo tumora e IL-6 a
partir do 10° dia. Niveis de outras citocinas, como IL-1a, IL-4, IL-10 e TNF-a, ndo foram
alterados significativamente pelo crescimento tumoral, corroborando mais uma vez que no
liquido ascitico ndo havia niveis significativos dessas citocinas. Ainda, segundo Kannagi et al.
(2004), individuos normais apresentam no soro aproximadamente 35 ng/mL de E-selecting,
sendo que estes niveis flutuam em condigdes variadas, como no caso de estimulos
inflamatorios, com presenca de citocinas do tipo TNF-a, IL-1a ou 1b. Esses relatos poderiam
justificar porqué ndo havia niveis significativos de citocinas pro-inflamatorias no liquido
ascitico, pois como ja descrito, este tumor ndo induz uma resposta inflamatéria sistémica
significativa.

Estudos demonstram que sialyl Lewis® é o ligante para E-selectina e possui um
importante papel na metastase tumoral (MATSUURA et a., 1997; KIJMA et a., 2003),
significando entdo que a adeséo de células neoplasicas ao endotélio vascular requer a presenca
de E-selectina endotelial bem como de ligantes de carboidratos sobre a superficie de células
cancerosas. Isto pode explicar porque ao se utilizar o anticorpo policlonal monoespecifico
contra E-selectina houve imunomarcagado nas células do TAE indicando que ha uma afinidade
entre 0s receptores presente nas células do tumor e a E-selectina presente nas células
endoteliais. Assim, os resultados dos testes de adesdo demonstram que as células do tumor
ascitico de Ehrlich que foram utilizadas no presente estudo, possivelmente apresentam o
ligante sialyl Lewis. Por outro lado, Mostafapour & Goldstein (1993) e Roth et al. (1994)
demonstraram que na superficie da membranade trés variantes de células do tumor ascitico de
Ehrlich havia aumento da atividade de sialyltransferase e produtos como &cido sidlico, que
estdo diretamente envolvidos com cancer, metastases e interacdo célula-célula. Ainda a este
respeito, Mostafapour & Goldstein (1993) demonstraram que a incorporacaéo do acido sidico
dentro de glicoconjugados € catalisada por um nivel alto de sialyltransferase especifico.

A evolucdo simultanea dos niveis de Esdectina e sialyl Lewis® na superficie de

células neoplésicas constituem um fator de risco para metéstase hematogénica e para o
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prognostico pos-operatério (KANNAGI et al., 2004). Segundo Abbas et al. (2003), amaioria
dos tumores humanos e experimentais expressa glicoproteinas ou glicolipideos de superficie
em nivels mais altos do que os normais €/ou em formas anormais, que podem servir de

marcadores diagndsticos e de alvos para terapias.

Figura 18. Controle positivo de células BUVEC's
estimuladas com plasma contendo
citocinas pro-inflamatérias, mostrando
imunomarcacdo pelo anticorpo anti E-
selectina (A) e controle negativo sem
estimulo, mostrando auséncia de
imunomarcagéo (B). Ipx. 1000x.



Figura 19. Teste de adesdo de células do tumor ascitico de Ehrlich em c&ulas
endoteliais (BUVEC's) estimuladas com plasma contendo citocinas
inflamatorias. As setas indicam a adesdo. Instant Prov. 1000x.

Figura 20. Teste de adesdo de células do tumor ascitico de Ehrlich em células
endoteliais (BUVEC's) sem estimulo mostrando auséncia de adeséo.
Instant Prov. 1000x.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente trabal ho, pdde-se concluir que:

M acroscopicamente ndo houve formagcdo de nddulos neopléasicos em figado, baco ou
pulmé&o;

A inoculagdo de células do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos BALB/c por via
intravenosa, intramuscular e coxim plantar constitui um modelo eficiente para o estudo da
migracdo destas células e formag&o de metastases;

As metastases nos linfonodos popliteo e inguina dos animais inoculados por via
intramuscular e no coxim plantar se deram preferencialmente por vialinfatica;

A inoculagdo intravenosa induziu colonizacdo em linfonodos inguinais e braguiais,
caracterizando a via hematogénica;

O comportamento celular in vitro mostrou um elevado grau de pleomorfismo celular com
presenca de dois tipos celulares que crescem de maneira diferenciada: células que aderem
a0 substrato e células em suspensao;

A adesdo das células do tumor de Ehrlich em células endoteliais (BUVEC's) estimuladas
com plasma contendo citocinas pro-inflamatérias comprovam a presenca de receptores de
carboidratos na superficie destas células;

N&o houve expressdo da molécula de adesdo E-selectina em amostras de figado, pulméo,
baco e linfonodos de animais inoculados por via intravenosa com o tumor ascitico de
Ehrlich, indicando que nos periodos estudados (15 e 30 dias) esta molécula ndo é a

principal responsavel pelo processo de disseminacdo.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Pela grande facilidade de transplantacdo, padronizacdo e rdpido crescimento do tumor
ascitico de Ehrlich, este modelo favorece o estudo de outras moléculas de adesdo, como
por exemplo, as caderinas.

Pela presenca de dois tipos celulares numa mesma linhagem de células tumorais, seria
importante separar as células para andlise da curva de crescimento.

Como o tumor ascitico de Ehrlich ndo desencadeia grandes reacdes inflamatdrias, seria de
fundamental importancia estudar em que fase da progressdo tumoral este processo
acontece, e se 0s mecanismos de defesa contra este tumor s&o do tipo humoral ou celular.

A disseminagdo pela via hematogénica desencadeou um processo de hematopoiese
extramedular no figado e bago. Assim, seria de grande importancia entender os
mecani smos que desencadeiam este processo, além da utilizacdo de marcadores de células
miel 6ides para testes imunohistoquimicos.

Utilizar tratamentos com substancias que induzam processos inflamatérios e analisar o
comportamento da E-selectina e de outra molécul as.

O estudo de tipos de carboidratos presentes na superficie da membrana das células do
tumor ascitico de Ehrlich pode evidenciar se estéo envolvidas no mecanismo de evasdo

pelo sistemaimune.
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ANEXO

PROTOCOL OS PARA PREPARO DE SOLUCOES

= AZUL DE TRIPANO 4%

Azul detripano 0,209
PBS 50,00 mL
Ajustar pH para7,4

= FORMOL TAMPONADO 10%

Formalina 37 — 40% 100,00 mL
Fosfato de sodio monobésico 4009
Fosfato de sddio dibasico (anidro) 6,50 ¢
Agua deionizada 900,00 mL

= MEIO DE CULTURA

Meio de culturaRPMI 1640 10,409
Bicarbonato de sodio 2009
Agua destilada 1000,00 mL

Ajustar pH para 7,4 efiltrar.
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= TAMPAO DE ADESAO

Meio de culturaRPMI 1640
Albumina séricabovina 1% (BSA)
HEPES0,5M

Ajustar pH 7,4 efiltrar.

= GLUTAMINA

Glutamina
Agua deionizada
Filtrar.

100 mL

5mL

2929
100,00 mL

= SOLUCAO DE ANTIBIOTICO-ANTIMICOTICO (SIGMAO)

Cada 1 mL da solug&o contém:

10 U penicilina
10 ny streptomicina
0,025 ng anfotericina B

Obs: Para a composi¢do do meio completo a cada 87,0 mL de meio de cultura é adicionado

1,0 mL de solugdo de antibidticos; 1,0 mL de glutamina (2 mM) e 10,0 mL de SFB.

= PARAFORMALDEIDO 4%

Paraformaldeido
Tampéo fosfato 0,1 M
Ajustar pH para7,0

4,009
100,00 mL



= PBSGLICINAO1M

Glicina
PBS

= SOLUCAO DE TRIPSINA

Tripsina

Fosfato de sbdio
Cloreto de sédio
EDTA

Agua deionizada
Ajustar pH para7,4

= SOLUCAO DE PBS

2H,PO4

NaCl

NaHPO4 x 7 H20
Agua deionizada
Ajustar pH para7,2

= TAMPAO LISE DE HEMACIAS

NH3Cl
KHCO3
EDTA

Agua deionizada

35049
200,00 mL

0,259
0,719
0904¢g
0,059
100,00 mL

0,144 ¢

9,009

0,795¢
1000,00 mL

41459

0,509

0,01860 g
500,00 mL



= HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxilina

Alcool etilico absoluto
Sulfato de aluminio e potassio
Oxido de mercurio

Agua destilada

= EOSINA

EosinaY

Dicromato de potéssio

Acido picrico aguoso saturado 1 a 1,5%
Alcool etilico absoluto

Agua destilada
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5009
50,00 mL
100,009
25049
1000,00 mL

50049

25049
50,00 mL
50,00 mL
400,00 mL
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