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ESTABELECIMENTO E VALIDAC[\O DO MODELO DE TUMOR DE PQLMAO
EM RATO COM O CARCINOSSARCOMA DE WALKER - AVALIACAO DO
EFEITO ANTITUMORAL DA TALIDOMIDA - Antero Gomes Neto. Orientador:

Ronaldo de Albuquerque Ribeiro. Co-Orientador: Manoel Odorico de Moraes Filho.
Dissertag@o apresentada ao Curso de Pés-Graduacdo em Farmacologia do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cear4,
como pré-requisito para obtencdo do titulo de Mestre em Farmacologia. Data da Defesa:
17/08/2001.

Introducao: O cancer de pulmdo é o tumor maligno de maior taxa de mortalidade no homem.
Avangos terapéuticos tém sido lentos, em parte, pela escassez de modelos experimentais de
tumor de pulmdo que permitam estudar o comportamento biol6gico e o efeito antitumoral de
novas drogas com acdo citotéxica, imunomoduladora e antiangiogénica. Objetivo:
Desenvolver um modelo de tumor pulmonar em ratos com o carcinossarcoma de Walker,
usar um método de imagem (tomografia) para monitorar o crescimento tumoral e avaliar a
agdo antitumoral da talidomida. Métodos: Noventa e cinco ratos Wistar fémeas, com peso
médio de 210+53g foram distribuidos aleatoriamente em duas fases experimentais. A fase 1
(n=11), foi feita para desenvolver a técnica cirirgica do implante tumoral. Os animais foram
anestesiados com pentobarbital, 40 mg/kg, por via intraperitoneal, traqueostomizados,
intubados e submetidos a uma toracotomia esquerda para injegdo direta no parénquima
pulmonar do veiculo tumoral. A fase 2 (n=84), foi dividida em trés etapas: a etapa 1 (n=13),
para estabelecimento do niimero de células necessarias para um bom indice de pega tumoral
( 2%x10° células do tumor de Walker); a etapa 2 (n=24), para estabelecimento da velocidade de
crescimento tumoral (grupo I, n=8) e sobrevida dos animais (grupo II, n=16). Os animais do
grupo I foram submetidos a tomografia (TC) de térax e a necrdpsia no sexto dia de implante
para se verificar o tamanho e a histologia do tumor. A medida de volume dos tumores em cm’
(Dxd*/2) obtida pelos dois métodos (TC e necropsia) foi comparada. Os animais do grupo II
foram seguidos at€ a morte, com pesagem didria; e a etapa 3 (n=47), para se avaliar o efeito
antitumoral da talidomida no modelo estabelecido. Os animais desta etapa foram distribuidos
em quatro grupos: I (n=7), controle; I (n=17), Talidomida (TLD) 45mg/kg/d/sc; Il (n=9),
TLD 180mg/kg/d/sc; IV (n=14), TLD 45mg/kg/d/sc. Os grupos 1, II e III foram submetidos a
TC e necrdpsia no sexto dia, para medir volume tumoral e no IV foi analisada a curva de peso
e a sobrevida. Resultados: O indice geral de pega do tumor foi de 92,8% (64/69), sendo
81,8% na etapa 1, 100% na etapa 2 e 92,1% na etapa trés. A mortalidade cirdrgica foi de
14,3% (12/84) e 3 animais foram excluidos do estudo. As medidas do tumor feitas na TC e
comparadas com a necrdpsia foram semelhantes (r=0,946, p<0,0001). A sobrevida mediana
dos animais da etapa 2 foi de 10 dias. Na etapa 3, verificou-se que TLD-45 e TLD-180
reduziram de maneira significante em 76,6% e 77,5% respectivamente o volume tumoral (p <
0,05), comparado com o controle. Nao houve diferenca significante no tamanho do tumor
entre TLD-45 e TLD-180. Verificou-se inibicdo da caquexia e aumento da sobrevida dos
animais tratados com TLD-45 (12d, teste de Log Rank: p=0,015), em relagdo ao controle
(10d). Conclusio: O alto indice de pega e a boa correlagdo dos dados da tomografia com os
da necropsia permite neste modelo, o monitoramento de crescimento tumoral pela TC e,
portanto, a avaliacdo da ac@o de drogas antitumorais in vivo sem a necessidade do sacrificio
dos animais. A inibicdo da caquexia e do crescimento tumoral, ndo dose dependente, e 0
aumento da sobrevida dos animais tratados com TLD sugerem um efeito anticaquético e
antitumoral desta droga, provavelmente por uma a¢do imunomoduladora e antiinflamatdria
local e sistémica, por bloquear a expressao de fatores de crescimento tumoral ou inibir a
sintese de citocinas pré-inflamatdrias, ou ainda, por mecanismos desconhecidos.



ABSTRACT: ESTABLISHMENT AND VALIDATION OF A MODEL OF LUNG
TUMOR IN RATS WITH WALKER’S CARCINOSARCOMA - EVALUATION OF
THE ANTITUMORAL EFFECT OF THALIDOMIDE. Antero Gomes Neto. Orientador:
Ronaldo de Albuquerque Ribeiro. Co-Orientador: Manoel Odorico de Moraes Filho.
Dissertation submitted as a partial requirement to Master’s Degree in Pharmacology to the

Postgraduation Pharmacology Course of the Physiology and Pharmacology Department of the
Medicine Faculty of Federal University of Ceard. Defense Data: 17/08/2001.

Introduction: Though lung cancer is the most deadly malignancy in man today, therapeutic
improvements have been long in coming, partly because of the lack of experimental lung
cancer models for the study of the biological behavior and antitumoral effect of new drugs
with cytotoxic, immunomodulatory and antiangiogenic action. Objective: To develop a rat
lung tumor model with Walker’s carcinosarcoma, use computerized tomography imaging for
the monitoring of tumor growth, and evaluate the antitumoral action of thalidomide.
Methods: Ninety-five female Wistar rats, with an average weight of 210+53g, were
randomly assigned to two experimental phases: phase 1 (n=11) aimed at developing a
surgical tumor implantation technique. The animals were anaesthetized intraperitoneally with
40 mg/kg of pentobarbital, then tracheostomized, intubated and submitted to a left-sided
thoracotomy for direct injection of the tumoral vehicle into the lung parenchyma. Phase 2
(n=84) consisted of three steps step 1 (n=13) established the number of cells required for a
high tumor take rate (2><10 cells of Walker’s tumor). Step 2 (n=24) established the tumor
growth rate (group I, n=8) and the survival rate (group II, n=16). The animals in group I were
submitted to thoracic CT scan and necropsy on the 6" day of implantation in order to verify
tumor size and histology. Tumor volumes in cm® (Dxd?/2) obtained with the two methods
(necropsy and CT scan) were compared. The animals in group II were weighed daily and
followed until death. Step 3 (n=47) evaluated the antitumoral effect of thalidomide (TLD) in
the established model. The animals in this step were assigned to four groups: I (n=7), control,
II (n=17), 45 mg/kg/d/sc of TLD; Il (n=9), 180 mg/kg/d/sc of TLD; and IV (n=14), 45
mg/kO/d/sc of TLD. The rats in groups I, I and III were submitted to CT scan and necropsy
on the 6" day for evaluation of tumor size; in group IV the weight curves and survival rates of
the animals were analyzed. Results: The average tumor take rate was 92.8% (64/69), that is,
81.8% in step 1, 100% in step 2, and 92.1% in step 3. Surgical mortality was 14.3% (12/84);
three animals were excluded from the study. The tumor sizes obtained through CT scan and
through necropsy were similar (r=0.946; p<0.0001). The average survival rate: of the rats in
step 2 was 10 days. In step 3, TLD-45 and TLD-180 significantly reduced tumor volumes by
76.6% and 77.5%, respectively, as compared to the controls (p<0.05). No significant
difference in tumor reduction was observed between TLD-45 and TLD-180. Cachexia was
inhibited and survival increased among the animals treated with TLD-45 (12d, Log Rank test:
p=0.015) as compared to controls (10d). Conclusion: The high tumor take rate and positive
correlation between data from CT scans and necropsy makes it possible to monitor tumoral
growth by CT imaging and thus evaluate the action of antitumoral drugs in vivo without
sacrificing the animals. The inhibition of cachexia and tumoral growth in the animals treated
with TLD suggests an anticachectic and antitumoral effect in this drug, probably through
local and systemic antiinflammatory and immunomodulatory action by blocking the
expression of tumor growth factors or inhibiting the synthesis of proinflammatory cytokines,
or possibly through some other as yet unidentified mechanism.

X1



INDICE

PAGINA
1 INTRODUGAQ ...ueerveneevesnsnesnssssssssssssssssssssssssssssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssasns 1
1.1 Relevancia do Trabalho...........ccoovueeiiiiiiiiiiicceeceeceeeee e 2
1.2 Modelos Experimentais de Tumor de Pulmao ............ccoeevveeeevieceeeeeeeeene. -
1.3 CaArCINOZRIESE. ....coneiiiieiieeiiectecte ettt ettt eae et e et e e et eaeeeneeseteeeneeeas 6
L.3.1 INICIAGAO .ventiiieeeieetietee ettt ettt ettt eete et esaeesreeseaee s 6
1.3.2 PrOIMOGAO ...c.iiteiiieiiietee ettt ettt ettt ene e e e e eenee e 7
1.3.3 PTOGIESSA0. c..ccutieiiiiiteiteeeie ettt ettt ettt eae et eaee e eae et eaeeeaeestesenee e 8
1.3:4 DivISAO COIULAT ... commismminssnssssirsnssmmmsnmsessrmsrmmnsssnssasesssssunssns sovessasnssssnses susasenssn 9
1.3.5 Crescimento TUmOTaAl ........cceooviviiieniiiiiciiiie e 11
1.4 ANGIOZENESE ...ttt ettt ettt eae et eneesne s eaeeeenne 13
1.4.1 Substancias estimuladoras da ANZIOZENESE .........ccvveeeveecueeeveiieieeeeeeeeenee, 18
1.4.2 Substéancias Inibidoras da ANIOZENESE ......cuveevvrieerieeereeieieeieie e, 21
1.4.2.1 TalidOmida.....c..eoviirieiniieiirie et 23
1.4.3 Principios da terapia antiangiog&NiCa..........ccecciveeeveeeveeeiveeeeieeeeeeee e 27
1.5 ODJEIIVOS....cioiieiiieiitieeiteeite ettt ettt ettt ettt ene et e e e e e easeaaeeeneeeeneee e 2H
1.5.1 Objetivos eSpecifiCos. ....ccccvuirieriirieeiereeieecieeeie e e .29
2 MATERTAL E METODOS ..c..cccouuneeeersssmssnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 30
2.1 Material CirlIZICO ......ceeruriiiniiiiiiieiie et et e et e e et e e etee e e ereeere e eteeeeeanneens 31
2.2 DIOEas € BBABBITEE. .. «omns s cosus o0 om0 546 i 8t bbb mimarmi wmmsasmms somsman o 31
2.3 VIATATIA ...ttt e sttt e ebe e taesase e e e 32
2.4 EQUIPAMENTO....covteiiiitiniieeiitiesiieeiieestesiteteettesttesstesetaestaentraeseaeaseensseensseesannes 32
2t L IEOOS [NTRBOTNRIS 2.0 om0 0 R R L8 BB e i e 32
2.6 Animais € células NEOPIASICAS .......uevreerrieieriieieeieeeniee ettt e 33
2.7 ADESIESIA...ceuvieeeieeeeiiieieiteeeetteesiteesteestesteste e sbee s s sabaeesstaesentaeesteeeesaeeeensreeas RZ
2.8 Técnica do implante tumMOTral..........cceecuieeerierieenieeeie e 34
2.9 Fases EXPEITMENTALS. . ..ccveiiruieireniieiieeienitetciteeteeseitessitesaeeeseeeaesseesabee s .36

Xil



2.10 Fase 1. Desenvolvimento da técnica cirdrgica do implante tumoral .......... 36
2.11 Fase 2. Implante de células do tumor de Walker e avaliagdo dos efeitos

da talidomida. ........ccceeiiiiiiiiiiiic e, 37
2.11.1 Etapa 1: Estabelecer o nimero de células do implante tumoral ...... ..37
2.11.2 Etapa 2. Estabelecimento da velocidade de crescimento tumoral

€ sobrevida dOS aANIMAIS. ........ccueeerreeriierieeniiierieeiie ettt 38

2.11.3 Etapa 3. Avaliacdo da a¢do antitumoral da talidomida, no modelo

ESLADCIECIAO ..ooneviiiiiiiecc e 40
2.12 ANALISE ESTAtISTICA ..ecuvveeeviieeieeeeiieeeteeeeitee et ettt e st e eneeeeeeaneeas 41
3. RESULTADOS ...cuuiinuiccnissanssnsnscssssssessssssssssssossosssssasosssssssssssasssssasnssssasssaassas 42
3.1 Fase 1. Desenvolvimento da técnica cirdrgica do implante tumoral ............ 43

3.2 Fase 2. Implante de células do tumor de Walker e avaliacdo

dos efeitos da talidomida........c.eeeeeerieeiiieeiieniieie e 45
3.2.1 Etapa 1. Numero de células versus indice de pega tumoral....................... 45
3.2.2 Etapa 2. Crescimento tumoral e sobrevida dos animais...............c.....ou..... 49

3.2.3 Etapa 3. Avaliacao da ac¢do antitumoral da talidomida, no modelo
ESLADCIECIAO .. 52

3.3 Avaliacdo da efic4cia da tomografia computadorizada no modelo de

tumor de pulma0 €M TALO......ccueeruieririeiieeieeccee et .60
3.4. Mortalidade cirtrgica e indice geral de pega tumoral..............c.ccevuveernnnee. 63
4 DISCUSSAQ ..oumeuniernnsisssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssses 66

4.1 Estabelecimento de modelo experimental de tumor de pulmao com o
carcinossarcoma de WalKer.........coocueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiecceeecceecceceee 67

4.2 Avaliagao do efeito antitumoral da talidomida no modelo de tumor de

PULINAO L.ttt e et e e e e s ettt e st e e e e e e e 12
5 CONCLUSOES. ....covvemeenenessessessessssnsssssssssssssssssessesssssassssassassssesssessessesssns .83
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.. ......oooooooeeeeeeeeeeeeeeersoessseresseeeeeens 84
7 PUBLICACOES E PREMIACOES .....covoevennennsnseessesssnsssesssnssssssssssssssssasses 98

Xiil



ABREVIATURAS

AINES: Antiinflamatérios ndo esteroidais
5-FU: 5-Fluorouracil

bFGF: Fator de crescimento de fibroblasto basico
cm: Centimetro

COX - 2: Cicloxigenase - 2

CPPC: Cancer de pulmio de pequenas células
CPNPC: Cancer de pulmao nao pequenas células
d: dia

DP: Desvio padrao

EGF: Fator de crescimento epidérmico

EP: Erro padrao

FDA: Food and drug administration

GRP: Peptideo liberador da gastrina

g: Grama

HE: Hematoxilina-eosina

HGF: Fator de crescimento de hepatécito
ICAM: Molécula de adesdo intercelular

IGF: Fator de crescimento da insulina

IL-1: Interleucina-1

IL-6: Interleucina-6

IL-8: Interleucina-8

IL-12: Interleucina-12

i.p.: Intraperitoneal

IFN: Interferon

Kg: Quilograma

KV: Quilovolt

LPS: Lipopolissacarideo

X1V



mA: Miliampere

MEC: Matriz extracelular

mg: Miligrama

mL: Mililitro’

mg: Miligrama

mm: Milimetro

MMP: Metaloproteinase de matriz

NEC: Necrépsia

NO: Oxido nitrico

°C: Grau centigrado ou Célsius

PDGF: Fator de crescimento derivado das plaquetas
PGE: Prostaglandina E

PO: Pés-operatério

POI: Pés-operatério imediato

r: Coeficiente de correlagao

R2: Coeficiente de determinacio

Rb: Retinoblastoma

RC: Resposta completa

RP: Resposta parcial

s.c.: Subcutineo

SF: scatter factor

TC: Tomografia computadorizada

TFA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
TGF: Fator transformador de crescimento
TLD: Talidomida

TNEF': Fator de necrose tumoral

UFC: Universidade Federal do Ceara

V: Volume

VCAM: Molécula de adesio de célula vascular

XV



VEGFEF: Fator de crescimento do endotélio vascular
o: alfa

B: beta

pL: Microlitro

X: VE€ZeES

XVvi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo celular e suas fases Go, G, S, G2€ M vvvveeeeeeooieeeeeeieeeeeeenenn, 10
Figura 2: Os principais fatores angiogénicos expressos pelas células tumorais
e por macréfagos do hospedeiro........cueveeevveeciieiieeneiecieeeeeee e, 15
Figura 3: Ativacdo das células do endotélio vascular pela ligagdo dos
principais fatores angiogénicos a receptores especificos nas
CEIUlas ENAOLEIIAIS. . .euvveenieeeiiecieriiesieeteete ettt 16
Figura 4: Formacdo do broto vascular pela diferenciagao, proliferacdo e
migracdo do endotélio vascular ativado..........cceeveeeeveeeieineeennieenen. 17

Figura S: A formacdo de novo vaso pelo predominio dos fatores

estimuladores sobre os inibidores da angiogénese..............ccuvveu..... 18
Figura 6: Estrutura quimica da talidomida.............ccceeevueeevieeieeeiiiecreeenee, 24
Figura 7: Traquéia canulada com abocath 16G. ..........cccoeeeveevieeiiieiieenieene, 34

Figura 8: Toracotomia esquerda. As costelas retraidas com um blefarostato

€ O PUIMAO EXPOSLO...uuviiiiiinririirrerierirerreesieeesteeteeereeesesne e erenenas ",
Figura 9: Injecdo da suspensdo de células no lobo inferior exposto................ 35
Figura 10: Necropsia com exposi¢do de todos os 6rgaos intratoracicos.......... 38
Figura 11: Animal anestesiado e na posicdo prona para fazer tomografia....... 40

Figura 12: Pulm&es normais de animais sacrificados no 10°dia da
POTACOTOIIIIA .. eeireeeniieetee et etteeteesteeaeebeestaeebaeesanesneesasesnnesnsaaenseenas A4
Figura 13: Seccdo transversal da traquéia ao nivel da traqueostomia vista na
necropsia € no exame histopatolOZiCo.......cccveeerrveeriernieenieeeeniieenns 44
Figura 14: Traquéia infiltranda por tUMOT ..........ccceevveeiiieeerienienieeie e, 46
Figura 15. Tumor no pulmao de animal sacrificado no décimo dia do implante
de 2x10° células do tumor de Walker............o.oeveevereeereerreeennenns 47
Figura 16. Exame histopatolégico corado pela hematoxilina-eosina de tumor

infiltrando parede bronquica. .......c..cecveeveereieriieniiieneeneeeeeeeee 48

XVil



Figura 17:

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22.

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:
Figura 26:

Figura 27:

Tomografia de térax e peca de necropsia do animal 1 no 6° dia de
Implante tUMOTaL..........c.eevveveerieeiiereeieceeeee e .50
Tomografia de térax e peca de necropsia do animal 2, no 6° dia de
Implante tumMOTal..........cccveiiiiniiniiierieeieeiee e 50
Curva de peso didrio dos animais submetidos ao implante de 2x10°
c€lulas do tumor de Walker...........coovueevieniiieneiiiieeeiecce e 51
Grafico mostrando a correlagdo dos dados de tomografia com os de
necropsia dos animais do grupo controle. ..........eeeuveeeereeeereeenneennee. 54
Gréfico do volume tumoral dos animais no 6°dia do implante de
de 2x10° células de tumor de Walker..........o..oovvvemrvernrrrererrrnnne 57
Tomografia de térax e peca de necrépsia de animal no 6° dia de
Implante tumoral (Grupo controle). .........ccceeeeevveeeeieieiiieieieeeeneeee, 58
Tomografia de térax e peca de necrdpsia de animal no 60 dia de
implante tumoral (Grupo TLD-180) ......cccvevveerreeirieiieieieeeeeeee, 58
Curva de sobrevida dos animais (grupo controle versus grupo
TLD—45) ....................................... 59
Curva de peso dos animais (grupo controle versus grupo TLD-45).60
Comparac¢ado dos volumes tumorais pelo teste de regressdo simples
(T'C VErsuS NECIOPSIA)...cervuvreririeriirreenireerreeeeirreeessnreeeeaeeesseseneeeenns 61
Tomografia de torax e peca cirirgica mostrando tumor de

pulmdo com infiltracdo da parede tOracica. ........ccccuveeerereeennnennnnn 65

XViii



Figura 17:

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22.

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:
Figura 26:

Figura 27:

Tomografia de térax e peca de necropsia do animal 1 no 6° dia de
1mplante tumOTal........c..coveriiieriieiieecieceecee e .50
Tomografia de térax e peca de necropsia do animal 2, no 6° dia de
Implante tumOTal.........ccooveviiieniienieiee e, 50
Curva de peso didrio dos animais submetidos ao implante de 2x10°
c€lulas do tumor de WalKer..........ccceeviviieiiieieiiieciieece e, 51
Gréfico mostrando a correlagdo dos dados de tomografia com os de
necropsia dos animais do grupo Controle. ..........cooeveeveveeveveennennen... 54
Gréfico do volume tumoral dos animais no 6°dia do implante de
de 2x10° células de tumor de WalKer. ...........c.oovveereeeeeverrreersrenn, 57
Tomografia de térax e peca de necrépsia de animal no 6°dia de
Implante tumoral (Grupo controle). ........cceeeveeceeerieevienrecieeneeeneen, 58
Tomografia de torax e peca de necrépsia de animal no 60 dia de
implante tumoral (Grupo TLD-180) .....ccccccveevureiieriirieiccieceeene, 58
Curva de sobrevida dos animais (grupo controle versus grupo
TLD-45) ittt .59
Curva de peso dos animais (grupo controle versus grupo TLD-45).60
Comparagao dos volumes tumorais pelo teste de regressdao simples
(TC Versus NECTOPSIA)..eeceurreeeeirrreeeeeirireeereeeeeeeenreeeeseeereseneeesssanes .61
Tomografia de torax e peca cirirgica mostrando tumor de

pulméo com infiltracdo da parede tOracica. ........ccccevvveruveecveennnnnn, 65

XVviil



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

LISTA DE TABELAS

PAGINA
Principais substancias estimuladoras da angiogénese....................... 20
Principais substancias inibidoras da angiogénese............c.....o......... 23

Valores médios dos didmetros e volumes tumorais de animais do
grupo controle, no dia do sacrificio dos animais (do)...................... 53
Valores médios dos diametros e volumes tumorais de animais do
grupo II (TLD-45), no dia do sacrificio dos animais (d6) ................ 55
Valores médios dos didmetros e volumes tumorais de animais do
grupo III (TLD-180), ne dia do sacrificio dos animais (d6)............ 56
Diametros e volumes tumorais dos trés grupos de animais
submetidos ao implante de 2x10’ células do tumor de Walker. ...... 57
Valores médios dos volumes tumorais de 25 animais
submetidos a tomografia e 2 necrépsia, no 6° dia do implante

de 2x10° células do tumor de Walker..............coo..rrvvveereeerrrrerenens. 62
Mortalidade cirurgica dos animais submetidos a toracotomia e
implante de células do tumor de Walker nas trés etapas
EXPETIIMEIITALS. ...eevveenreetirieeererieerteestteebeeeesaeeseeeessaesseseessesssessessaeans .63
Indice geral de pega dos tumores nos animais submetidos

a toracotomia e ao implante de células do tumor de Walker.. ......... 64

X1X



1. INTRODUCAO



1.1. Relevancia do Trabalho

O cancer de pulmio ¢ o tumor maligno mais freqiiente na populagio
masculina na maioria dos paises do primeiro mundo. Nos Estados Unidos, o
cancer de pulmao ¢ responsavel por 30% de todas as mortes por cincer, sendo
maior que a mortalidade combinada por cancer de mama, prostata, colon e
ovario (Feinstein & Bach, 2000). No Brasil, o cancer de pulméo é também o
responsavel pela maior taxa de mortalidade no homem, seguida do cancer de
prostata, estbmago e outros, € ocupa o segundo lugar na mulher, sendo superado
somente pelo cancer de mama (Instituto, 2001). O cigarro € o principal fator de
risco para o desenvolvimento do céncer de pulmdo, mas 10 a 15% dos casos
estdo relacionados a exposicdo a fatores carcindgenos ambientais e
ocupacionais. Dentre estes, podemos citar alguns compostos industriais como o
aluminio, arsénio, asbestos, clorometileter, derivados do cromo e do niquel,
berilio, cadmio, silica, formaldeido, além da exposicdo a compostos radioativos
e poluicdo ambiental. O carcinoma epidermdide e o de pequenas células sdo os
dois tipos de cincer que praticamente sO ocorrem nos fumantes, enquanto o
adenocarcinoma pode estar relacionado com os outros fatores de risco. O risco
de ter cancer de pulmao ¢ duas vezes maior no homem que na mulher, embora a
incidéncia no sexo feminino venha aumentando em propor¢cdo maior, em
decorréncia do aumento do consumo de cigarro pelas mulheres nas tltimas

décadas.

O prognostico do paciente com céancer de pulmio ainda € ruim e a
probabilidade de sobrevida em 5 anos depois do diagndstico € cerca de 15%,
apesar das estratégias de tratamento combinado de cirurgia com radioterapia e
quimioterapia, além do desenvolvimento de novas drogas antitumorais. A alta
mortalidade do cancer de pulméo deve-se principalmente ao fato de 85% dos

casos serem diagnosticados numa fase avancada, quando j& ocorreu



disseminacdo sistémica da doenca (Dominioni et al., 2000). Nesta fase, a
possibilidade de cura € remota e os tratamentos disponiveis sdo basicamente
paliativos dos sintomas locais e sistémicos da doenga, influenciando pouco no
aumento da sobrevida dos pacientes. Mesmo assim, tem havido nos ultimos 5
anos um aumento na sobrevida dos pacientes com cancer de pulméao submetidos
a novos protocolos de quimioterapia, envolvendo o uso de novas drogas como:
paclitaxel, docetaxel, gencitabina, carboplatino ¢ vinorelbina (Bunn & Kelly,

1998).

A 1mplementacdo de novos métodos para o diagndstico precoce do cancer
de pulmio tem sido a regra, uma vez que a resseccdo do tumor nos estagios

iniciais oferece uma elevada taxa de cura.

A tomografia helicoidal do térax e a citologia do escarro com pesquisa de
marcadores biologicos de estados pré-cancerosos sdo as duas técnicas modernas
mais empregadas na busca do diagndstico precoce do cancer de pulmaio
(Tockman et al., 2000). Estes exames tém sido usados em programas de
screenig para populacdo de alto risco, com o intuito de diagnosticar um
percentual maior de casos em uma fase precoce e localizada da doenga, em

varios centros de oncologia do mundo.

Os pacientes com cancer de pulm@o no estagio I geralmente sdo
assintomaticos (5 a 10%) e o diagndstico € estabelecido de forma acidental por
uma radiografia do térax feita de rotina por causa ndo relacionada, ou
raramente, como screening para cancer de pulméo em pacientes de alto risco

(fumantes ativos ou ex-fumantes).

O alto indice de ressecabilidade do cancer de pulméo no estagio I, aliado

as baixas taxas de complicagdes e a elevada taxa de cura (53 a 100%) dos



pacientes tratados cirurgicamente, tornam a cirurgia o tratamento de elei¢do dos
pacientes com céancer detectado preéocemente neste estadgio. Infelizmente, dos
15% de pacientes com cancer de pulmdo diagnosticado numa fase de
ressecabilidade da doenca, o percentual de pacientes operados no estagio I nas
grandes séries da literatura ¢ inferior a 60%, variando de 28 a 60% (Dominioni

et al., 2000).

Os avancos na busca de novas alternativas terapéuticas para o cancer de
pulmdo em estagio avangado tém sido lentos, em parte, pela escassez de
modelos experimentais de tumor de pulméo que permitam estudar ou acelerar
os estudos do comportamento biologico e o efeito antitumoral de novas drogas

com agdo citotdxica, imunomoduladora e antiangiogénica.

1.2. Modelos Experimentais de Tumor de Pulméo

Na década de 80, foram desenvolvidos modelos de tumor de pulméao em
cdes (Paladugo et al., 1980) e ratos (Reznik-Schiiller & Gregg, 1981) induzidos
por carcindogenos, mas estes modelos, ndo se prestaram para o estudo rotineiro
do céancer de pulmao. Os tumores nestes modelos necessitavam de longo tempo
de indugdo para se desenvolverem, eram geralmente multicéntricos e de tipos

histoldgicos variaveis, o que limitava bastante o teste de drogas antitumorais.

McLemore e colaboradores (1987), descreveram um modelo de tumor de
pulmdo em camundongos atimicos com linhagens de células do carcinoma
broncogénico humano. Neste modelo, as células foram implantadas no pulmao
(lobo inferior direito) por cateter passado através de puncdo da traquéia cervical
e introduzido pelo brénquio principal direito até o lobo inferior. Foi mostrada

uma taxa de mortalidade de 100% dos animais submetidos ao implante



pulmonar de 10° células, enquanto somente 5% dos animais morreram com o
implante da mesma quantidade de células no subcutineo. Estes resultados
" corroboraram a teoria de Paget (1889), que diz que o desenvolvimento e a
progressdo do tumor sdo dependentes da interagdo tumor-orgdo especifico, ou
seja, o tumor necessita de solo fértil para o seu crescimento. Portanto, fazem-se
necessarios estudos usando outras linhagens tumorais, para avaliar o
comportamento bioldgico e o teste de drogas anti-neoplasicas em modelos

experimentais de tumor de pulmao.

Wang e colaboradores (1997), descreveram pela primeira vez, um modelo
de tumor de pulmdo em ratos Fisher com o sarcoma induzido pelo
metilcolantreno. O método utilizado para a implantacdo das células tumorais no
parénquima pulmonar foi a puncdo direta feita através de toracotomia, ou a via

endobronquica com cateter passado por pungio traqueal.

Até o presente ndo ha relato na literatura de um modelo de céncer de
pulmdo usando o tumor 256 de Walker, apesar dele ja ter sido inoculado
experimentalmente por diferentes vias com indices variaveis de pega. O tumor
de Walker é um carcinossarcoma de origem espontanea de glandula mamaria de
rata (Earle, 1935) e tem comportamento biologico agressivo, sendo localmente
invasivo e com alto poder de metastatizacdo por via linfatica e hematoAgénica
(Iwama de Matos et al., 1980). Os primeiros trabalhos com o tumor de Walker
foram feitos com a inoculacdo das células deste tumor por via sﬁbcuténea,
intraperitoneal ou intramuscular (Earle, 1935; Caldarola et al., 1968; Iwama de
Matos et al., 1980). Posteriormente, Soares e colaboradores (1993) inocularam
células (2,5x10°) do tumor de Walker no pulmao, através da traquéia de ratos
Wistar, com o desenvolvimento de linfangite carcinomatosa em 40% dos

animais. Mais recentemente, Oliveira e colaboradores (1998), desenvolveram



um modelo de tumor de estdbmago em ratos Wistar e obtiveram excelente indice

de pega tumoral com a inoculagio de 10° células do tumor de Walker.

Neste trabalho, desenvolveu-se um modelo de tumor pulmonar em ratos com
o carcinossarcoma de Walker, através da implantacdo das células tumorais no
parénquima pulmonar por toracotomia, € usou-se um método de imagem
(tomografia de torax) para o diagndstico in vivo da presenca do tumor, fazendo-

se uma correlagdo com os achados de necropsia e anatomopatoldgico.
1.3. Carcinogénese

A carcinogénese € um processo que ocorre em varias etapas, onde as
células sofrem alteragdes e desenvolvem caracteristicas de malignidade como
crescimento desordenado, invasividade, imortalidade e metastase. As altera¢des
exatas ou os eventos celulares que se processam em cada ponto da
transformacdo maligna ndo sdo todos conhecidos. A transformagdo neoplasica
pode ser dividida em trés etapas (Shields, 2000): 1) iniciag@o; 2) promogdo; ¢ 3)

progressao.
1.3.1 Iniciacao

Na iniciagdo, ocorre a interacdo de células normais com um agente
carcindgeno (ex. benzopireno), resultando em alguns tipos de dano celular, que
podem ou ndo ser reparados durante a divisdo, no ciclo celular.

1.3.2. Promocio

Na promogdo, as células que sofreram um dano celular na etapa de

iniciagdo, proliferam-se formando um clone de células. Os agentes promotores



sdo os responsaveis pelo aumento da proliferacdo das células, resultando na
formacdo de uma grande subpopula§50 de células com um defeito genético. Os
agentes promotores puros ndo sdo genotoxicos e, portanto, ndo tém atividade
carcinogénica quando administrados isoladamente. Um dos agentes promotores
mais estudado na literatura é o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TFA),
presente no oleo de créton. O TFA se liga a receptores (proteina quinase C)
presentes nas células de todos os vertebrados e ativa um sistema de transdugio
de sinal intracelular que fosforila uma grande variedade de substratos. Isto
resulta na sintese alterada de prostaglandinas e influxo de ions que induzem um
aumento da proliferacdo celular, freqiientemente com alteragdo da diferenciacéo
celular (Greenblatt et al.,1995). A administragdo ou a exposi¢do prolongada a
agentes promotores aumenta a freqiiéncia de transformacao de células iniciadas
ou lesdes pré-neoplasicas em células que expressam fendtipos malignos,
embora, a transformac@o possa ocorrer por fatores intrinsecos, na auséncia dos
agentes promotores. Isto explica porque um ex-fumante tem uma menor
incidéncia do que os fumantes, mas ndo esta isento da possibilidade de ter um
cancer de pulmao. A retirada dos agentes iniciadores e promotores presentes no
cigarro reduz, mas ndo elimina o risco de cancer porque a mutacdo das células
iniciadas poderia ja ter ocorrido antes da retirada destes agentes. Os agentes
com atividade iniciadora e promotora sdao chamados de carcindégenos

completos.

A transformagdo de uma célula normal em maligna resulta da disfuncdo
de genes que regulam o crescimento, a diferenciacdo e a morte celular. Isto
geralmente ocorre pela ativacdo de proto-oncogenes (ex., ras e myc) e/ou
inativagdo de genes supressores, tais como p53, rb e BRCA. As alteragdes
moleculares que ocorrem nestes genes sdo, portanto, eventos cruciais na

carcinogénese (Greenblatt, 1995).



1.3.3. Progressio

Nesta etapa, as células que passaram pelas duas primeiras fases e
adquiriram um fenétipo maligno, proliferam-se, invadem os tecidos adjacentes
e disseminam-se por via linfatica ou hematica, dando origem as met4stases.
Estes eventos sdo facilitados pela instabilidade gendmica decorrente da
superexpressdo ou ativagdo de oncogenes e delegdo ou inativagdo de genes

supressores de tumor.

A proliferacdo celular em ritmo acelerado ndo € uma caracteristica
somente dos tumores malignos, visto que em alguns sistemas organicos (ex.,
gbonadas, medula Ossea e epitélio gatrointestinal), as células normais exibem
também uma alta velocidade de proliferagdo. Nestes Orgdos, entretanto, existe
um equilibrio, onde a manuten¢do da homeostase tissular é determinada pela
alta velocidade de maturacdo e de morte celular programada (apoptose). A
apoptose € um processo ativo, controlado por genes especificos, caracterizado
pelo uso de energia celular, sintese de proteina e RNA, ativagcdo de proteases
especificas e endonucleases, resultando em protedlise intracelular,
fragmentacdo do DNA e morte celular. A apoptose contribui para um adequado
desempenho da fun¢do celular em uma variedade de processos fisiologicos ¢
patologicos. A proteina do gene supressor de tumor p53 induz a apoptbse de
células que tiveram seus DNAs danificados, enquanto a proteina do oncogene
bel-2, expressado pelo cancer de pulmédo de pequenas células, inibe a via final
da apoptose desencadeada por outros sinais. O descontrole ou supressdo da
apoptose por alteracdes moleculares ¢ uma das caracteristicas dos tumores
malignos que influencia de forma significante no aumento da resisténcia as

drogas antineoplasicas.



Os agentes quimioterapicos citotoxicos tém como populagdo alvo, as
células que estdo em processo de proliferacdo ou divisdo celular, quer sejam
malignas ou benignas, € atuam inibindo a sintese de DNA ou interferindo por

mecanismos diversos no metabolismo € nas etapas de divisdo celular.

A invasdo tissular pelo tumor se faz pela lise da matriz extracelular
(MEC) por uma classe de enzimas produzidas pelo tumor e clivadoras do
colageno, chamadas de metaloproteinases. Liota (1992), observou que os
tumores que produziam maior quantidade desta enzima apresentavam um maior

grau de invasividade.

As células tumorais metastatizam-se por um mecanismo ativo que
envolve uma cascata de eventos (Temeck, 1998) e se inicia pelo desgarramento
das células tumorais facilitada pela quebra da integridade das juncdes
intercelulares em decorréncia da perda de expressdo ou “down-regulation™ de
uma glicoproteina transmembrana chamada E- caderina (Behrens & Bichmeier,
1994). No passo seguinte, as células adentram a circulagdo sanguinea ou
linféatica por um processo de migracdo e, por fim, ao alcancarem o orgao alvo,
deixam o espaco vascular por um processo de transmigragdo, € iniciam a
colonizacdo e formacdo da metastase. O processo de migracdo das células
tumorais através do endotélio vascular ocorre de forma similar ao dos
neutrofilos durante os processos infecciosos (Wagner et al., 1996). Isto se faz
através de uma interacdo das moléculas de adesdo das células tumorais
(integrinas o e ) com as moléculas expressas pelo endotélio vascular ativado

do hospedeiro (selectinas L, E e P, e imunoglobulinas ICAM e VCAM).

1.3.4. Divisao Celular
O conhecimento da biologia tumoral que envolve o ciclo celular e a

cinética de crescimento do tumor € fundamental para se compreender os



principios que norteiam o uso de drogas citotdxicas e antineoplasicas. A divisdo
celular é um processo complexo, qué ocorre em fases bem definidas, conhecido
como ciclo celular ou ciclo de vida da célula. Alguns genes e proteinas sdo
responsaveis pela regulacdo do ciclo celular, dentre eles podemos destacar os

genes do retinoblastoma (rb) e o p53, além da familia das ciclinas.

A replicagdo do DNA se processa na fase S, ou fase de sintese. A divisdo
celular em duas células filhas ocorre na fase M (mitose). Estes periodos sdo
separados por fases Gs (gaps:Gy, G; e G,), como mostra a figura 1, durante as

quais sdo sintetizadas as proteinas e enzimas que serdo usadas nas fases

subseqiientes.
Checkpoint em G2/M
' Clclmas
M Outras
Checkpoint em G1

RB

P53

Ciclinas Apoptose
Outras

Figura 1: Ciclo celular e suas fases Gy, Gy, S, G, ¢ M. Sao tabém mostrados
alguns genes que controlam o ciclo celular e tém uma funcio na
carcinogénese (rb, p53 e ciclinas).

Na fase Gy, as células ficam em estado de repouso e realizam fungdes

especializadas, entrando no ciclo de divisdo somente quando sdo recrutadas
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para fazé-lo. A fase G precéde a fase S, e € nesta fase que sdo sintetizadas as
proteinas, RNA e enzimas necessarias para a sintese do DNA. O ciclo celular é
- controlado nesta fase por um G, checkpoint, onde as células aguardam um sinal
para entrarem na fase S. A fase G, precede a fase a M, e nesta fase o fuso
mitdtico € organizado, o processo de sintese de proteina continua e o volume
celular aumenta. Na transicdo da fase G, para M acontece o segundo
checkpoint. A duragdo de cada fase do ciclo varia com o tipo de célula de
diferentes tumores e também entre as células de um mesmo tumor. A fase S
dura em torno de 10 a 20 horas, a fase M de 0,5 a 1 hora ¢ as fases Gs de 2 a 10

horas (Twardowski et al., 2000).

Os agentes quimioterapicos podem atuar nas células que estdo ou ndo em
divisdo celular. As drogas com atividade nas células em divisdo sdo
denominadas ciclo especificas e as outras drogas ciclo inespecificas. As drogas
ciclo especificas sdo ainda agrupadas em compostos que sd@o mais ativos em
determinada fase do ciclo (fase especifica), ou naqueles que tém atividade em
qualquer fase do ciclo celular. Os quimioterapicos que tém atividades em fase
especifica sdo: G; (ex., L-asparaginase, prednisona); S (ex., methotrexate, 5-
FU); G, (bleomicina e etoposide); e M (taxanes, vincristina, vinblastina e
vindesina). Algumas drogas (ex., ciclofosfamida, cisplatina, doxorrubicina) tém
atividades nas diversas fases do ciclo (fase inespecificas), enquanto outras (ex.,

mecloretamina, carmustine e lomustine) sdo ciclo inespecificas.
1.3.5. Crescimento Tumoral

A velocidade de crescimento tumoral depende da interacdo de fatores que
incluem a duracio do ciclo celular (média de tempo entre mitoses das células
em divisdo), a fragdo de crescimento (proporcdo de células malignas em

divisdo), o numero total de células malignas e a velocidade de morte das c€lulas
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tumorais. As comunicagdes intercelulares, através de citocinas que incluem
fatores de crescimento, podem estimular ou inibir o processo de proliferagdo
celular. A proliferagdo das células da maioria dos pacientes com céncer de
pulmdo ¢ aumentada pelo envolvimento de fatores de crescimento que atuafn
pela via autdcrina e paracrina. Os fatores de crescimento secretados na regido
pericelular que estimulam as células vizinhas sdo chamados de agentes
paracrinos, enquanto os que interagem com receptores das células que os
produziram s3o denominados agentes autdcrinos. Os fatores de crescimento da
insulina (IGF-I e IGF-II) e o peptideo liberador da gastrina (GRP) atuam como
fatores autdcrinos no cancer de pulméo de pequenas células (CPPC), enquanto
o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator transformador de
crescimento o, (TGF-a) participam de forma autdcrina no cancer de pulrhﬁo nao
pequenas células (CPNPC). O crescimento dos CPPC e CPNPC pode ser
inibido pelo uso de anticorpos monoclonais contra esses fatores (Pass et al.,
2001). Os fatores transformadores do crescimento B (TGF- Bl e TGF- B) sdo
associados a receptores com efeitos pleiotropicos de uma variedade de tipos
celulares normais e malignos. Estes fatores sdo secretados pelo CPPC e

CPNPC, tendo uma ac¢do imunosupressora nestes canceres (Pass et al., 2001).

A curva de crescimento de um tumor sélido mostra uma fase inicial de
crescimento exponencial rapido e uma fase terminal de crescimento lento. Na
primeira parte da curva a maioria das células estd no ciclo de divisdo, mas
geralmente no momento em que o tumor ¢ diagnosticado, a velocidade de
crescimento tem se tornado lenta e somente uma pequena fragdo de células se
encontra em divisdo (Twardowski et al., 2000). Isto tem grandes implicag¢oes
terapéuticas porque as células em lento processo de divisdo tendem a ser menos
responsivas a agentes quimioterapicos e, infelizmente, na porgdo inicial da

curva onde uma alta fracdo das células esta em divisio e, portanto, mais

12



susceptivel as drogas citotoxicas, a doenga ainda ndo se tornou clinicamente

detectavel.

1.4. Angiogénese

A angiogénese € um processo pelo qual novos vasos sanguineos sio
formados. Em condigdes fisiologicas, o endotélio vascular fica em estado
quiescente, apresentando baixa velocidade de divisdo celular. No inicio do
processo de angiogénese as células saem do estado de quiescéncia e comegam a
proliferar rapidamente, embora o fagcam por um periodo curto de tempo,
geralmente de poucos dias, como no processo de reparacdo de uma ferida
cirurgica, € na ovulacdo e formagdo do corpo liteo. Em condi¢des patologicas
tals como na artrite € no cancer, o processo de angiogénese pode persistir

durante meses ou anos e raramente termina espontaneamente.

O tumor maligno para suprir o aporte nutricional necessario ao
crescimento e expansdo necessita induzir a formacdo de novos vasos
sangiiineos. A hipotese de que o crescimento tumoral era dependente da
angiogénese foi introduzida na literatura por Folkman (1971). Posteriormente
foi demonstrado que na auséncia total de neovascularizagdo os tumores
deixavam de crescer quando atingiam um volume de cerca de 1 a 2mm’
(Weidner, 1991). Na auséncia total de angiogénese tumoral pelo uso de drogas
antiangiogénicas ndo deixa de haver proliferacdo das células neoplasicas,
entretanto nestas situagdes ndo existe crescimento, ou o crescimento tumoral se
faz de forma lenta em decorréncia do equilibrio que se estabelece entre a
proliferacdo continuada de células e a apoptose (O’Reilly et al., 1996). A
capacidade dos tumores de induzir angiogénese esta diretamente relacionada

com o crescimento tumoral e com o desenvolvimento de metastases a distancia,
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pois os vasos neoformados, além de fornecerem todo o suprimento metabolico e
energético para o crescimento do tumor, permitem que as células malignas

~ atravessem mais facilmente as suas paredes e caiam na circulagio.

Matsuyama e colaboradores (1998), em um estudo de pacientes operados
com cancer de pulmio do tipo ndo pequenas células, observaram que os
pacientes cujos tumores apresentaram maior indice de neovascularizagdo por
area contada, desenvolveram uma quantidade significativamente maior de
metastases hematogénicas. A sobrevida em 5 anos dos pacientes pertencentes
ao grupo com maior percentual de neovascularizacio foi também

significativamente menor.

A indugdo da angiogénese ¢ mediada por multiplas moléculas
estimuladoras, que podem ser expressas pelas células tumorais ou por
macrofagos do hospedeiro recrutados pelo tumor (Polverini & Leibovich,
1984). As figuras 2, 3, 4 e 5 mostram uma representagdo esquematica do
processo de angiogénese tumoral induzida pelos principais fatores

angiogénicos.

O gatilho da angiogénese tumoral € disparado de forma subita por um
desequilibrio entre os fatores estimuladores e inibidores da angiogénese, no
momento em que a “upregulation” dos fatores estimuladores predomina ou se

associa a “downregulation” dos fatores inibidores (O’Reilly et al., 1996).

A neovascularizagdo de um tumor pode ser observada, em exame
microscopico, pela coloracdo do endotélio com marcadores especificos com
anticorpos para fator von Willebrand ou para CD34 ¢ a densidade de vasos
quantificada por imunohistoquimica. Um tumor pesando 1g contém

aproximadamente 10° células tumorais ¢ 2x10’ células endoteliais, portanto,
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para cada cem células tumorais hd geralmente uma célula endotelial de suporte

- (Folkman, 1997).

Figura 2: Os principais fatores angiogénicos (VEGF, bFGF, PDGF e COX-
2) expressos pelas células tumorais e por macroéfagos do hospedeiro.
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Figura 3: Ativacao das células do endotélio vascular pela ligacao dos
principais fatores angiogénicos a receptores especificos nas células
endoteliais. As células endoteliais ativadas recebem a sinalizacio para
iniciar o processo de proliferacdo, invasao, migracdo, degradacio da
membrana basal e, por fim, formacao do tubo capilar.
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Figura 4: Formacio do broto vascular pela diferenciacio, proliferacao e
migracio do endotélio vascular ativado. Observa-se a presenca de
moléculas de adesdo (integrinas) expressas pelas células endoteliais.
Verifica-se também a presenca de metaloproteinases (MMPs), enzimas que
vao clivar o coligeno na matriz extracelular e abrir espaco para a
migracao das células endoteliais.
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Figura 5: A formacdo de novo vaso pelo predominio dos fatores
estimuladores (bFGF, VEGF e PDGF) sobre os inibidores (angiostatina) da
angiogénese e a rapida proliferacdo da células tumorais, em decorréncia do
maior aporte nutricional necessirio ao crescimento e a expansao tumoral.

1.4.1. Substancias estimuladoras da Anéiogénese

Nas dltimas duas décadas foram clonados mais de 10 polipeptideos com

atividade angiogénica. Entre os principais polipeptideos angiogénicos estao o
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fator bésico de crescimento fibroblastico (bFGF), o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e o fator de crescimento do endotélio derivado das
plaquetas (PDGF). Existem outras substincias angiogénicas menos especificas,

destacando-se entre elas, o fator transformador de crescimento o ¢ B (TGF-a e

TGF-B), o fator de necrose tumoral oo (TNF-at), o fator de dispersdo (scatter
factor — SF), o fator de crescimento de hepatécitos (HGF) e a interleucina 8 (IL-
8) (Temeck & Pass, 1998). A tabela 1 mostra uma relagdo das principais

substancias angiogénicas.

Os fatores angiogénicos sao classificados, quanto ao mecanismo de acio,
em diretos e indiretos se eles tém ou ndo a capacidade de estimular a
proliferagdo das células endoteliais in vitro (Folkman & Shing , 1992). O bFGE ,
o TGF-a e o VEGF sdo exemplos de fatores angiogénicos diretos, e o TNF-a,

de indireto.

O bFGF e o VEGF por serem encontrados na maioria dos tumores sdo 0s
fatores mais estudados. A expressdo destes fatores (bDFGF e VEGF) por alguns
tipos de céncer de pulmdo tem sido correlacionada com quimiorresisténcia e

diminuicdo do indice de sobrevida (Pass et al., 2001).

Mais recentemente, foi demonstrada atividade angiogénica em outras
moléculas como nicotinamida, adenosina, ciclooxigenase-2 (COX-2) e as
prostaglandinas (PGE; e PGE,), derivadas da conversdo do 4cido aracdonico

por esta enzima (Folkman & Shing, 1992; Masferrer et al., 2000).
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Tabela 1: Principais substancias estimuladoras da angiogénese

Substincias angiogénicas

VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular)

bFGF (fator basico de crescimento fibroblastico)

PDGEF (fator de crescimento do endotélio derivado das plaquetas)

TGF-o € TGF-B (fator transformador de crescimento a € 3)

TNF-a (fator de necrose tumoral o)

scatter factor — SF (fator de dispersdo)

HGF (fator de crescimento de hepatdcitos)

IGF (fator de crescimento insulina simile)

IL-8 (interleucina 8)

Integrinas vasculares a,f; € o33

MMPs (Matriz metaloproteinases)

COX-2 (ciclooxigenase-2)

PGE, e PGE, (prostaglandinas E; e E,)

Masferrer e Colaboradores (2000), demonstraram que as prostaglandinas

derivadas da COX-2 contribuiam para o crescimento tumoral por induzir a

formacdo de novos vasos. A participagdo da COX-2 foi confirmada por estes

autores, pela capacidade do celecoxib, um inibidor seletivo da enzima COX-2,

de suprimir ou retardar de maneira significativa o crescimento de tumores

humanos de pulmio e célon implantados em camundongos atimicos, além de

reduzir em 50% a incidéncia de metastase nos animais tratados. A expressiao ou

a “upregulation” da COX-2 tem sido relatada também na maioria das amostras

de bidpsias de pacientes com cancer de estdmago, colon, mama, prostata e
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pulmdo (Ristiméki et al., 1997; Elder et al, 1997; Wolff et al., 1998; Masferrer
et al., 2000). Nestes tumores, a COX-2 tem sido detectada nos vasos tumorais
~ anglogénicos, mas nio nas células tumorais. As evidéncias que a COX-2 e seus
derivados tém uma participacdo importante na tumorigénese € que o uso de
inibidores seletivos da COX-2, por inibir a angiogénese retarda o crescimento
tumoral e reduz a incidéncia de metéstases, apontam para uma nova indicagdo
dos antiinflamatorios inibidores da COX-2 na quimiopreven¢do e no tratamento

do cancer.
1.4.2. Substancias Inibidoras da Angiogénese

Os fatores inibidores da angiogénese sdo varios, tendo sido a protamina
uma das primeiras moléculas com atividade antiangiogénica identificada
(Taylor & Folkman, 1982). Depois desta, uma dezena de outros inibidores da
angiogénese ja foram descobertos, destacando-se entre eles, os esterdides, a
fumagilina e seus derivados, o interferon a e  (IFN-a e IFN-f), a Interleucina-
12, a angiostatina (fragmento do plaminogénio), a endostatina (fragmento do
colageno), os inibidores do VEGF, e do bFGF e os inibidores das
metaloproteinases (O’REILLY et al., 1994). Algumas drogas com ag¢do
antiinflamatoria, como a talidomida e os inibidores seletivos da COX-2, tém
mostrado uma potente acdo antiangiogénica (Kruse et al., 1998, Masferrér et al,
2000). Entretanto, a maioria dos inibidores da angiogénese (fator plaquetario 4,
prolactina, interferon o, interleucina-12 e angiostatina) sdo  proteinas
endogenas que tém a funcdo fisioldgica de manter as células endoteliais com
baixo poder de replicagdo. Algumas destas  proteinas inibem também a

angiogénese in vivo, sendo a angiostatina a mais potente delas.

A angiostatina ¢ uma proteina de 38-kd, derivada da clivagem do

plasminogénio, tendo sido purificada pela primeira vez do soro e da urina de
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camundongos portadores do carcinoma pulmonar de Lewis (O’Reilly et
al.,1994). A angiostatina ndo tem atividade anticoagulante e o plasminogénio
ndo inibe a angiogénese. A angiostatina bloqueia especificamente a proliferacio
de células endoteliais, sendo um potente inibidor da angiogénese, do
crescimento tumoral e das metastases, embora niao tenha efeito direto sobre as
c€lulas tumorais. As células tumorais sdo geralmente resistentes aos inibidores
da angiogénese que ndo tenham atividade citotdxica, entretanto, alguns agentes
citotoxicos como a doxorrubicina, a ciclofosfamida e o paclitaxel sdo também

inibidores da angiogénese (Folkman, 1997).

A angiostatina tem sido encontrada em muitos tumores animais e
humanos. Volm e colaboradores (2000), constataram a presenc¢a de angidstatina
por estudo imunohistoquimico em 24% (34/143) das pecas cirurgicas de
pacientes operados de cancer de pulmao. Estes autores verificaram uma maior
(p = 0,02) sobrevida dos pacientes com céancer de pulmio e angiostatina
positiva que dos pacientes com cancer e angiostatina negativa. A inibi¢do da
angiogénese tem sido uma estratégia amplamente usada, tanto a nivel
experimental quanto clinico, para inibir o crescimento e a disseminagido de
muitos tipos de tumores. Sim e colaboradores (1997), demonstraram
experimentalmente uma inibi¢do de 90% das metastases do carcinoma
pulmonar de Lewis com o uso da angiostatina. A angiostatina administrada
também em camundongos com tumores experimentais de mama, prdstata e
cb6lon de humanos, reduziu o tamanho dos tumores e os manteve em estado
quiescente (O’Reilly et al.,, 1996). Foi demonstrada também inibi¢do da
angiogénese e do crescimento tumoral in vivo com o uso de anticorpos anti-IL-
8, de IFN-a e dos inibidores das metaloproteinases (Arenberg et al., 1996;
Shalinsky et al., 1999). A tabela 2 mostra uma relagdo das principais

substancias antiangiogénicas.
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Tabela 2: Principais substancias inibidoras da angiogénese

Substancias antiangiogénicas

Angiostatina

Endostatina

IL-12 (Interleucina-12)

IFN-a e IFN- (Interferon a e )

Fumagilina

Protamina

Inibidores do VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular)

Inibidores do bFGF (fator basico de crescimento fibroblastico)

Inibidores das metaloproteinases

Inibidores das integrinas vasculares o,3; € o3

Inibidores da COX-2 (ciclooxigenase-2)

Talidomida

1.4.2.1 Talidomida

A talidomida ou a-N-ftalimido-glutarimida (figura 6) ¢ uma substancia
quimica derivada da piperidina, inicialmente usada na clinica pelos seus efeitos
hipnéticos e depois como droga antiinflamatoria e imunossupressora, de baixa

toxicidade sistémica.
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Figura 6: Estrutura quimica da talidomida

Os efeitos colaterais mais comuns observados com o uso da talidomida
foram sonoléncia, tontura, ressecamento de mucosas, constipacdo, reacdes
urticariformes na pele e neurite nas extremidades das maos e pés. O fato de a
talidomida - ter produzido também efeitos teratogénicos graves, como o
aparecimento de malformagdes (focomelia) em recém-nascidos de gestantes
que a utilizaram nos primeiros meses de gravidez, fez com due a sua
comercializacdo fosse proibida em 1961 (Tseng et al., 1996). A partir desta data
a talidomida ficou sendo disponibilizada estritamente para pesquisa. Nos
Estados Unidos, a talidomida nunca teve sua aprovagao pelo FDA e portanto
nunca entrou no mercado daquele pais (Tseng et al., 1996). Entretanto, nos
ultimos anos a talidomida vem sendo muito estudada nos Estados Unidos e ha

uma expectativa dela ser langada no mercado com o status de droga nova.
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Sheskin (1965), quando a talidomida j& havia sido retirada do mercado,
mas ainda era disponivel em seu pais (Israel), usou a droga como sedativo em
pacientes com reacdes hansenianas graves, decorrentes do eritema nodoso da
lepra lepromatosa. Ele observou uma remissdo rapida dos sintomas destes
pacientes com o uso da talidomida na dose de 100 a 400mg por dia. Ndo havia
uma explica¢cdo do mecanismo de ag@o da talidomida nestes casos, apesar de o
autor saber que a melhora dos pacientes ndo se devia a uma acdo bactericida,
uma vez que a droga ndo tinha atividade especifica sobre os bacilos, nem

curava a lepra.

Vogelsang e colaboradores (1986), constataram experimentalméhte um
efeito imunomodulador da talidomida no modelo de doenca do enxerto versus
hospedeiro, pelo prolongamento dos enxertos de pele em roedores.
Posteriormente, Ostraat e colaboradores (1992), obtiveram também um
aumento significativo de sobrevida de ratos Wistar submetidos a transplante de
coragdo e tratados com talidomida. Estes autores ndo observaram diferenca de
sobrevida entre os grupos transplantados e tratados com ciclosporina ou

talidomida.

Sampaio ¢ colaboradores (1991), mostraram que a talidomida bloqueava
seletivamente a produg¢do de TNF-a por mondcitos humanos estimulados com
lipopolissacarides (LPS) in vitro, enquanto a produgdo de outras citocinas como
IL-1B e IL-6 nd3o era afetada por esta droga. Estes autores aventaram um
possivel beneficio do uso da talidomida em pacientes com cancer, no sentido de
aliviar a febre e amenizar a caquexia geralmente associada a niveis elevados de
TNF-a. nestes pacientes. Posteriormente, Sampaio e colaboradores (1993),

constataram que pacientes com eritema nodoso da lepra apresentavam um nivel
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sérico elevado de TNF-a e que havia uma correlagéo positiva entre os niveis de
TNF-a e a intensidade das reagdes inflamatorias dos pacientes. O tratamento
destes pacientes com talidomida néo s aliviava os sintomas de febre e dores
articulares, como promovia a involu¢do dos nddulos, ao mesmo tempo em que
diminuia os niveis séricos de TNF-a. Tramontana e colaboradores (1995),
constataram também que o TNF-a e a IL-1 estavam aumentados em pacientes
com tuberculose, e que o tratamento deste pacientes com talidomida diminuia
os niveis tanto do TNF-o como da IL-1. Ao lado disto, eles observaram um
aumento de peso dos pacientes tratados com talidomida. Baseados nestes
resultados, os autores presumiram que a perda de peso dos pacientes
tuberculosos deveria estar associada a uma producdo cronica de TNF-a. O
TNF-o ¢ uma das citocinas que tem também uma func¢do importante na
regulacdo da resposta imune e inflamatdria do hospedeiro. A “downregulation”
do TNF-a pela talidomida tanto in vivo quanto in vitro mostra que esta droga
deve atuar como um agente imunomodulador em diversas situacdes clinicas ou

experimentais (Klausner et al., 1996).

D’Amato e colaboradores (1994), atribuiram pela primeira vez o efeito
antiangiogénico da talidomida como o mecanismo responsavel pela
teratogenicidade desta droga, o que nenhum pesquisador havia descoberto até
entdo, apesar de que estudos com a talidomida vinham sendo feitos ha mais de

trés décadas.

Os relatos de D’Amato e colaboradores (1994), e de Kruse e
colaboradores (1998), mostrando a inibi¢do pela talidomida da angiogénese
induzida pelo bFGF e pelo VEGF revelaram uma nova acdo da talidomida,
colocando-a entre uma das principais drogas antiangiogénicas. Neste mister,

faz-se necessario doravante, estudos experimentais para verificar se esta droga
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inibe a angiogénese dos tumores que expressam esses fatores e também estudos

para se elucidar o mecanismo pelo qual a talidomida inibe a angiogénese.
1.4.3 Principios da Terapia Antiangiogénica

O principal objetivo da terapia antiangiogénica em modelos
experimentais de tumor e em pacientes com cancer avangado € conter o foco de
migracdo e proliferacdo das células endoteliais dos capilares, € com isto manter
o tumor em estado quiescente. Nestas situagdes, as drogas que inibirem mais
seletivamente a angiogénese, terdo menores efeitos colaterais. O tratamento
clinico deve ser feito por um longo periodo e sem intervalos, uma vez que a
involucdo do processo de angiogénese ¢ mais lento que a lise tumoral

decorrente de efeitos de agentes citotéxicos (Folkman, 1997).

A estabilizagdo ou diminuicdo do crescimento tumoral deve ser
interpretada como resposta. efetiva ao tratamento antiangiogénico,
diferentemente do que se observa com a terapia citotoxica, onde pode haver
resposta parcial (RP) ou resposta completa (RC) as drogas utilizadas. O uso
combinado de inibidores da angiogénese com agentes citotdxicos em tumor
(carcinoma de Lewis), implantado no s.c., foi mais efetivo no controle da
doenca primdria e metastatica que o tratamento isolado com um deles (Teicher
et al., 1992 e Teicher et al., 1994), apontando a possibilidade futura de um
maior controle do cincer em humanos, através do uso combinadc; das duas

modalidades terapéuticas.

A analise de drogas com efeito antiangiogénico tem sido feita tanto in
vitro quanto in vivo, entretanto, os modelos experimentais in vivo, utilizando
cornea de coelho ou membrana corioalantéica de embrido (Gonzélez et al.,

2000; Nguyen et al., 1994) tém sido os de escolha, quando se quer comparar a
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poténcia de drogas inibidoras da angiogénese aplicadas por via sistémica. Por
outro lado, se uma droga tem um grande efeito antiangiogénico em um modelo
de angiogénese na cornea de coelho, ndo se pode antecipar que a mesma droga
possa inibir a angiogénese tumoral. Por isto, se faz necessario o teste de drogas
inibidoras da angiogénese em modelos experimentais de tumores com
reconhecida atividade angiogénica, como o carcinoma pulmonar de Lewis, o
tumor de Walker e outros, para que se possa confirmar a atividade inibitoria de

angiogénese tumoral.

Os estudos até o presente t€ém mostrado dados animadores e promissores
para o tratamento do cancer de pulmio e de outros tumores solidos, ndo s6
através do uso de inibidores dos fatores angiogénicos, mas principalmehte com
o uso de novas drogas com atividade antiangiogénica. Neste sentido foi que
usamos a talidomida no modelo de tumor de pulméao do presente trabalho, uma
vez que ja havia na literatura alguns estudos relatando os efeitos
imunomodulador e antiangiogénico desta droga em animais ¢ em humanos
(Ostraat et al., 1992; Kruse et al., 1998; Fine et al., 2000), além de outros
trabalhos relatando o efeito antiangiogé€nico e/ou antitumoral da talidomida em
alguns tipos de tumores em roedores (Guinan et al., 1998; Kotoh et al., 1999) e
em humanos (Fine et al., 2000; Eisen et al., 2000; Blade et al., 2001).
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1.5. OBJETIVOS

Como foi relatado anteriormente, existe uma variedade de opgdes
terapéuticas para o tratamento dos tumores so6lidos, através do uso isolado ou
combinado de novas drogas com acd@o citotoxica, imunomoduladora e
antiangiogénica. Entretanto, os avangos no tratamento do cancer de pulmio em
estagio avancado tém sido lentos, em parte, pela escassez de modelos
experimentais de tumor de pulmio que permitam estudar ou acelerar os estudos

nesta area.

O proposito deste estudo foi desenvolver um modelo de tumor pulmonar em
ratos com o carcinossarcoma de Walker através da implantacdo das células
tumorais no parénquima pulmonar por toracotomia; verificar in vivo a presenca
de tumor por meio de tomografia computadorizada; e avaliar o efeito
antitumoral da talidomida no desenvolvimento do tumor e na sobrevida dos

animais no modelo de tumor de pulmao.

1.5.1. Objetivos especificos:

1.1. Desenvolver um modelo de tumor pulmonar em ratos com o

carcinossarcoma de Walker.

1.2. Usar um método de imagem (tomografia de torax) para diagndstico in

vivo da presen¢a do tumor.

1.3. Avaliar a acdo antitumoral da talidomida no modelo de tumor de pulmio

com o carcinossarcoma de Walker.
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2. MATERIAL E METODOS



2.1. Material Cirurgico

e 7-0.

Tesoura de Metzenbaum de 14 cm (Medlight, Brasil)
Tesoura de Metzenbaum de 10cm delicada (Medlight, Brasil)
Tesoura de ponta aguda de 6 cm (Medlight, Brasil)

Pinca tipo Adson-Brown de 12 cm (Medlight, Brasil)

Pinca dente de rato de 14 cm (Medlight, Brasil)

Pinga de disseccdo tipo Adson de 12 cm (Medlight, Brasil)
Pinga de dissecc¢do longa de 30cm delicada (Medlight, Brasil)
Pinga de relojoeiro tipo Dumont reta numero 5 (Medlight, Brasil)
Pinca mosquito de Halsted sem dentes (Medlight, Brasil)
Pinca mosquito de 10 e 12 cms (Medlight, Brasil) |
Pinca Kelly de 14 cm (Medlight, Brasil)

Blefarostato (como afastador de costelas)

Porta-agulha tipo Hegar de 12cm

Porta-agulha tipo Hegar com ponta reforcada com Videa
Porta-agulha de Castroviejo curvo sem trava de 12cm

Cabos de bisturi numeros 3 € 4

Laminas de bisturi naimeros: 11, 15 e 21

Fios cirrgicos: Mononylon® 4-0, Algoddo 4-0, Vycril® 4-0, Prolene® 4

2.2. Drogas e Reagentes

Polvidine: Polivinilpirrolidona a 10% (Tecnofarma, Brasil)

Solucdo de Ringer com Lactato (Gaspar Viana, Brasil)
Gentamicina 10mg/mL (Gibco BRL, USA)
Eter etilico (Synth, Brasil)
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Pentobarbital (Cristalia)

2.3. Vidraria

Erlenmeyer 25 ¢ 100mL (Pyrex, Brasil)

Becher de 100mL (Pyrex, Brasil)

Becher de 500mL (Pyrex, Brasil)

Micropipetas de 200 uLL e 1000 pL (Cilson, Brasil)
Céamara de Neubauer (Bright-line Eppendorf Optik Labor)

2.4. Equipamento

Respirador de Roedores (ventilador para pequenos animais da UGO
BASILE, Ttalia)

Agitador magnético (TE 089 MARCONI)

Centrifuga (Modelo 580, Sdo Paulo, Brasil)

Estufa de esterilizagdo (Modelo 315, Sao Paulo, Brasil)

Microscopio (Nikon, Japdo)

Balanga para animais (tara de 0 a 2,000 g, Mettler P3, USA)

Balanga (Kern 430-21, USA)

Aparelho de tomografia (Siemens, somaton AR.TX)

2.5. Outros Materiais

Seringas de 0,5 ¢ 1 mL com agulha 29G (BD Ind. Cirtirg. Ltda, Brasil)
Seringas de 3, 5, 10 e 20 mL (BD Ind. Cirurg. Ltda, Brasil)

Agulhas 21 e 25G (BD Ind. Cirurg. Ltda, Brasil)

Abocath numeros 14 e 16G usados como tubo traqueal e dreno de térax

(BD Ind. Cirarg. Ltda, Brasil)
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Hastes flexiveis com algodéo na extremidade.

Placas de Petri (Pirex)

Peneira de metal com furos de 0,5mm

Colher de metal

Tubos Falcon de 15 ¢ 50mL

Bala magnética

Luvas cirurgicas (Lengruber, Brasil)

Luvas de procedimento (Blowtex, USA)

Filmes de 35 mm para Slides (Ektachrome ASA 100)

2.6. Animais e células neoplasicas

No presente trabalho foram utilizados ratos Wistar fémeas. Os animais
eram provenientes do biotério central da Universidade Federal do-Cearé (UFC)
e mantidos no laboratério de Oncologia Experimental do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFC, abrigados a 24°C em ciclo luz-escuro de 12

horas e com acesso a dgua e alimento ad libitum.

A linhagem do tumor utilizado foi o carcinossarcoma de Walker, mantido
em laboratdrio por inocula¢des intramusculares sucessivas na coxa direita de

ratos Wistar, a cada 10 dias.

No 9° ou 10° dia de inoculagdo das células do tumor de Walker os animais
eram sacrificados. O tumor era extraido e, apds a exclusdo das areas necroticas,
cortado em pequenos pedacos de aproximadamente 0,5mm em uma placa de
Petr1 contendo 5SmL de solug¢@o de ringer lactato com gentamicina (1:10). Em
seguida, a preparacdo era agitada por aproximadamente 10 minutos em um

homogeneizador de Potter. A suspensdo era, a seguir, filtrada em uma peneira
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de metal e mantida em temperatura de 4 °C durante todo o experimento. A
~ viabilidade das células tumorais era examinada pelo teste de exclusdo com azul

de Trypan em todos os experimentos.

2.7. Anestesia

Os animais foram anestesiados com pentobarbital, 40 mg/Kg, por Via‘
intraperitoneal (i.p.) e em seguida intubados por via orotraqueal ou submetidos a
traqueostomia pela técnica descrita por Schneider (1995), conforme mostra a
figura 7. A traquéia era canulada com um cateter intravenoso, tipo abocath (16
ou 14G), conectado a um respirador de roedores (ventilador para pequenos
animais da UGO BASILE, Italia), e os pulmdes ventilados com ar ambiente, com

um volume de 10 mL/Kg, e uma freqiiéncia de 75 respiragdes/minuto.

Figura 7: Traquéia canulada com abocath 16G.

2.8. Técnica do implante tumoral

Os animais anestesiados eram colocados em decubito lateral direito, o
hemitérax esquerdo preparado com polvidine (polivinilpirrolidona) e, a seguir,

fazia-se uma toracotomia de 1,5 a 2 cm de comprimento (figura 8).
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Figura 8: Toracotomia esquerda. As costelas retraidas com um blefarostato
e o pulmao (lobo inferior) exposto.

As costelas foram retraidas com um afastador palpebral (blefarostato), o
lobo inferior esquerdo exposto com cotonetes € uma suspensao de células, em um
volume que variou de 50 a 70 pL, foi injetado com uma seringa de 0,5 ou ImL e
agulha 29G a uma profundidade de 0,5cm, diretamente no parénquima do lobo
inferior esquerdo, segundo a técnica de Wang e colaboradores (1997), como

mostra a figura 9.

Figura 9: Injecao da suspensio de células no lobo inferior exposto (seta).
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A hemostasia foi feita por um bastdo com algoddo, aplicado diretamente
sobre o local da injecdo. Em seguida, colocou-se um dreno de térax (Cateter
intravenoso 16G) e a cavidade foi fechada, sendo as costelas aproximadas com
um ponto de vycril 4-0, os musculos suturados com vycril 4-0, e a pele com
mononylon 4-0. Retornou-se a pressdo negativa do espaco pleural, através da
drenagem e suc¢do com abocath 16G, conectado a uma seringa de 10mL. Quando
0s animais voltavam a respirar espontaneamente, o dreno € o tubo traqueal eram
retirados €, apos a aspiragdo das secrecdes da traquéia e orofaringe, a traquéia era

fechada com um ponto simples de prolene 7-0.
2.9. Fases Experimentais

Noventa e cinco ratos Wistar fémeas, com peso médio de 210+53g, foram
divididos aleatoriamente em duas fases experimentais. A primeira fase (n=11),
foi feita com o objetivo de desenvolver a técnica cirrgica do implante tumoral,
sendo nesta fase realizada a injecdo. intraparenquimatosa do veiculo tumoral. A

segunda fase (n=84), foi feita para o implante de células do tumor de Walker.
2.10. Fase 1. Desenvolvimento da técnica cirirgica do implante tumoral

Nesta fase foram feitos dois experimentos com o objetivo de se estabelecer
a melhor via de intubag@o traqueal e desenvolver a técnica cirirgica de
toracotomia para a abordagem e exposi¢do do pulméo (lobo inferior esquerdo)
para o implante tumoral. No primeiro experimento (n=5), a anestesia foi feita
com intubag@o orotraqueal. No segundo experimento (n=6), os animais foram
todos submetidos a traqueostomia para canulagdo da traquéia e ventilagdo
pulmonar durante o procedimento cirtirgico. Nos dois experimentos desta fase foi
feita injecdo intraparenquimatosa do veiculo tumoral (ringer lactato +

gentamicina). Apds esta fase, estabeleceu-se que todos os animais seriam
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anestesiados e intubados por traqueostomia, que mostrou ser um procedimento

tecnicamente facil de ser feito.

2.11. Fase 2. Implante de células do tumor de Walker e avaliacdo dos efeitos
da talidomida

Esta fase foi dividida em trés etapas, sendo a etapa 1 (n=13), feita com o
objetivo de se estabelecer o nimero de células necessarias para um bom indice de
pega tumoral; a etapa 2 (n=24), para estabelecer a velocidade de crescimento
tumoral e sobrevida dos animais; e a etapa 3 (n=47), para avaliar a ag@o

antitumoral da talidomida no modelo de tumor estabelecido.
2.11.1. Etapa 1: Estabelecimento do numero de células do implante tumoral

Esta etapa foi feita para se estabelecer o nimero de células necessarias para
um bom indice de pega tumoral, sendo os animais divididos aleatoriamente em
dois grupos: Grupo I (n=7), submetidos ao implante de 5x10° células; e Grupo II
(n=6), ao implante de 2x10° células do tumor de Walker no parénquima

pulmonar.

No décimo dia do implante tumoral os animais foram sacrificados e
necropsiados, sendo a cavidade toracica aberta por esternotomia mediana (figura
10), para a retirada em bloco da traquéia, pulmdes e coragdo. A seguir, passava-
se um cateter na traquéia e injetava-se formol isotdnico tamponado para fixagio
dos pulmdes. Apds 24 horas, os pulmdes eram seccionados em fatias, colocados

em alcool a 70% e encaminhados para estudo histopatoldgico.

Apds esta etapa decidiu-se abreviar o dia do sacrificio dos animais, do
décimo para o sexto dia, com o intuito de poder detectar o tumor em uma fase de

nédulo pulmonar, quando a sua mensuragio pudesse ser facilmente realizada.
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Entretanto, para ndo sacrificar os animais as cegas, sem saber se o tumor havia ou
ndo desenvolvido, propusemos a realizagdo de tomografia de térax em todos os
animais no sexto dia do implante, o que foi feito em todos os experimentos a

partir desta etapa.

Figura 10: Necrépsia com exposicio de todos os 6rgios intratoracicos (seta
reta: tumor no lobo inferior esquerdo; seta curva: traquéia) por cérvico-
esternotomia mediana.

2.11.2. Etapa 2. Estabelecimento da velocidade de crescimento tumoral e

sobrevida dos animais

Nesta' etapa foram utilizados 24 ratos Wistar fémeas, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: Grupo I (n = 8); e Grupo II (n = 16). Nos
animais dos dois grupos foi injetada uma suspensdo contendo 2x10° células do
tumor de Walker no parénquima pulmonar pela técnica acima descrita. No final

de cada experimento foram inoculadas 10° células nos musculos da coxa direita
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de dois outros animais para se testar a viabilidade e a tumorigenicidade da

suspensdo de c€lulas usadas, conforme preconizado por Soares & Terra (1993).

Os animais do grupo I, no sexto dia do implante foram submetidos a
tomografia computadorizada (TC) de torax e, 12 horas depois, a necrépsia, sendo
os pulmdes retirados para se verificar o tamanho e a histologia do tumor. As
tomografias foram realizadas em aparelho convencional da marca Siemens,
somaton AR.TX, usando-se 130 KV, 50 mA, um tempo de corte de 3 segundos
(150 MAS) e um FOV médio de 5 centimetros. Usou-se também um filtro de alta
resolucdo, além de cortes com espessura de 2mm e intervalo de 2mm, iniciando-
se no extremo apice do torax em sentido caudal até o diafragma. Os animais
foram anestesiados com hidrato de cloral a 10%, na dose de 0,1mL/30g de peso,
por via i.p. € colocados em posi¢do prona (figura 11) para serem tomografados.
As imagens foram fotografadas na janela larga (1800/-800), para estudo dos
pulmdes, e janela estreita (400/40), para o estudo do mediastino. As medidas dos
tumores foram feitas em duas dimensdes (axiais ¢ perpendiculares) usando-se a

janela larga. ’

Na necropsia, os tumores foram medidos manualmente (os dois diAmetros
maiores), utilizando-se um paquimetro. As medidas foram inicialmente feitas em
milimetros (mm), tanto na TC quanto na necropsia, e depois convertidas em

’ . ~ ; 3
centimetros (cm) para a realizagdo do calculo do volume dos tumores em cm

s 2 - oA ’ .
pela formula de Steel, 1977 (Dxd“/2), onde D e d sdo os didmetros maior ¢

menor, respectivamente.
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Figura 11: Animal anestesiado e na posi¢do prona (seta) para fazer tomografia.

A

Os animais do grupo II foram seguidos até sua morte natural, com pesagem
didria, para andlise da curva de peso e da sobrevida. Apés a morte foram

submetidos a necrdpsia e os pulmdes retirados para exame histopatoldgico.

2.11.3. Etapa 3. Avaliagﬁo da acao antitumoral da talidomida, no modelo

estabelecido

- Nesta etapa, para se avaliar o efeito antitumoral da talidomida no modelo
estabelecido, foram utilizados 47 ratos distribuidos em quatro grupos: I ou
controle (n=7); IT ou Talidomida (TLD) 45mg/kg/dia/sc (n=17); III ou TLD
180mg/kg/dia/sc (n=9); IV ou TLD 45mg/kg/dia/sc (n=14). Os animais dos
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grupos I, II e III foram submetidos a TC e necrdpsia no sexto dia do implante
tumoral, quando os tumores foram medidos manualmente (didmetros maior e
menor) utilizando-se um paquimetro e o volume dos tumores calculado em c¢cm’
(Dxd*/2). Os animais do grupo IV foram seguidos até sua morte natural péra

analise da curva de peso e da sobrevida.

2.12. Analise Estatistica

Os dados de volume tumoral obtidos na TC e na necropsia foram
comparados pelo teste de regressdo linear simples. A comparacdo do volume
tumoral entre os diversos grupos experimentais foi feita pela anélise de varidncia
(ANOVA) e teste “t” de Student. As taxas de sobrevida foram calculadas pelo
teste de Kaplan-Meier e a diferenca de sobrevida entre os grupos pelo teste de
Log-Rank. Os dados foram analisados pelo pacote estatistico StatView em um

computador pessoal, sendo os valores de p < 0,05 considerados significativos.
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3.1. Fase 1. Desenvolvimento da técnica cirurgica do implante tumoral

Nesta fase foram feitos dois experimentos, com uma mortalidade
cirurgica de 27,3% (3/11), sendo trés Obitos no primeiro experimento e
nenhum no segundo experimento. Os animais do primeiro (n =5) experimento
que morreram haviam sido intubados por via orotraqueal e, em um deles,
confirmou-se na necropsia que a canula estava no es6fago. Os outros dois
animais morreram por hipdxia em decorréncia de falha na ventilacdo atribuida
a um defeito no ventilador. Os animais do segundo experimento (n=6), foram
todos submetidos a traqueostomia para canulagdo da traquéia. Neste
experimento, houve um &bito no pds-operatorio imediato por insuficiéncia
respiratdria e na necrdpsia encontrou-se um grande abscesso ocupando todo
o pulmio direito, ndo tendo sido por isto, incluido nos casos de mortalidade
cirargica. Os outros animais que foram sacrificados no décimo dia
apresentaram os pulmdes macro e microscopicamente normais (figura 12).
Nenhum animal dos dois experimentos complicou com estenose traqueal pds-
traqueostomia. As figuras 13 a e b mostram uma sec¢fo transversal da
traquéia ao nivel da traqueostomia vistas na necropsia € no exame

histopatologico sem nenhuma reducdo do lume traqueal.
ApOs esta fase estabeleceu-se que todos os animais seriam anestesiados ¢

intubados por traqueostomia, que mostrou ser um procedimento tecnicamente

facil de ser feito e sem complicacdes imediatas ou tardias.
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Figura 12: Pulmdes normais de animais sacrificados no 10° dia da

toracotomia.

Figuras 13 a e b: Seccdo transversal da traquéia ao nivel da traqueostomia
vista na necrépsia (a) e no exame histopatolégico (b), sem nenhuma reducao
do lume traqueal.
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3.2. Fase 2. Implante de células do tumor de Walker e avaliacio dos efeitos
da talidomida.

Os resultados desta fase foram divididos em trés etapas. Na Etapa 1, (n=13)
estabeleceu-se o numero de células necessarias para um bom indice de pega
tumoral; na etapa 2 (n=24), estabeleceu-se a velocidade de crescimento tumoral e
sobrevida dos animais; e na etapa 3 (n=47), avaliou-se a a¢do antitumoral da

talidomida no modelo estabelecido.

3.2.1. Etapa 1: Numero de células versus indice de pega tumoral.

Nos animais do grupo I (n=7), submetidos ao implante de 5x10° células do
tumor de Walker no parénquima pulmonar, houve 2 6bitos cirargicos. O primeiro
animal morreu por hipoxemia e na necropsia foi confirmada a presenca de uma
perfuragio da por¢do membranosa da traquéia ocorrida no momento da passagem
da canula traqueal. O segundo animal mofreu por depressdo respiratéria apos a
cirurgia, em decorréncia de provavel acdo anestésica. Dos 5 animais restantes, 2
morreram no 8° pds-operatorio (PO) e os outros 3 foram sacrificados no 10° dia
do implante tumoral. Em todos os 5 animais necropsiados, foi confirmada a
proliferagdo maci¢a do tumor no pulmao pelo exame histopatologico (indice de
pega: 100%). Em 2 deles verificou-se também infiltra¢do neoplasica na traquéia
(figura 14), provavelmente pelo extravasamento de células para a via aérea em
decorréncia da grande quantidade de células tumorais inoculadas no parénquima

pulmonar.
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Figura 14: Traquéia com cartilagem normal (seta fina) e com tumor
infiltrando a submucosa e mucosa traqueal (seta grossa).

Nos animais do grupo II (n=6), submetidos ao implante de 2x10° células
do tumor de Walker no parénquima pulmonar, ndo houve 6bito operatério.
Entretanto, morreram 2 animais (8° e 9° dia do implante) por hemotérax macico,
verificado na necrépsia. Os 4 animais restantes foram sacrificados no décimo
dia, tendo sido confirmada a presenga de tumor em todos eles. O indice de pega
neste grupo foi de 66,7% (4/6), sendo confirmada a presenga de tumor na
necrépsia (figura 15), e no exame histopatoldgico (figura 16 a e b). Especula-
se a possibilidade de ter havido um erro técnico, como provavel causa das
complicagdes pleurais (hemotdrax) e da auséncia de implante tumoral nos dois
animais que morreram no oitavo e nono dia do implante. Nenhum animal desta
etapa evoluiu com estenose traqueal pés—&aqueostomia. O indice geral de pega
do tumor nesta etapa foi de 81,8% (9/11) e a mortalidade cirtrgica de 15,4%
(2/13).
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Com base nos resultados observados nos dois grupos de experimentos,
~ decidiu-se, a partir desta etapa, usar uma quantidade menor de células (200.000
células), uma vez que os animais submetidos ao implante de 500.000 células
(5x10%), apresentaram uma proliferagdo maciga do tumor em todo o pulmdo,
impossibilitando assim, a mensura¢do do tumor para comparagao com Outros
grupos experimentais. Decidiu-se também abreviar o dia do sacrificio dos
animais, do décimo para o sexto dia, com o intuito de poder detectar o tumor em
uma fase de nédulo pulmonar, quando a sua mensilragﬁo pudesse ser facilmente
realizada. Entretanto, para ndo sacrificar os animais as cegas, sem saber se 0
tumor havia ou ndo desenvolvido, propusemos a realizagdo de tomografia de
térax em todos os animais no sexto dia do implante, o que foi feito a partir desta

etapa.

Figura 15: Tumor no pulmao (seta) de animal sacrificado no décimo dia do

implante de 2x10° células do tumor de Walker.
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Figura 16: Exame histopatolégico corado pela hematoxilina-eosina (HE).
A) Tumor infiltrando a parede de bronquio segmentar (seta). B) Grande
aumento (200X) mostrando as células tumorais com forma poligonal ou
arredondada com nicleos volumosos, substituindo todo o parénquima
pulmonar nesta area.
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3.2.2. Etapa 2. Crescimento tumoral e sobrevida dos animais.

A mortalidade cirtrgica nesta etapa foi de 12,5% (3/24). No grupo I (n=8),
morreu um animal por insuficiéncia ventilatoria obstrutiva no pds-operatorio
imediato (POI). O animal respirou espontaneamente apds o fechamento da
toracotomia, entretanto, imediatamente apds o fechamento da traquéia
(traqueorrafia) entrou em apnéia. Na tentativa de reanima-lo, liberou-se o ponto
da traquéia e o animal comegou a respirar novamente. Isto foi feito por trés
vezes, mas o animal finalmente morreu. Neste caso foi verificado na necropsia
que a traqueostomia havia sido feita ao nivel da regido cricotraqueal que por se
tratar de uma regido de estreitamento da via aérea, o animal ndo suportou o
fechamento da traquéia, o que o levou ao 6bito. No grupo II (n=16), houve dois
obitos, tendo sido um por perfuracdo da por¢do membranosa da traquéia, em
decorréncia de erro técnico no momento da passagem da canula traqueal, e o
outro por depressdo respiratoria apds a cirurgia, por provavel a¢do anestésica.
Foi também excluido um rato do grupo II que morreu no nono PO e que,
quando foi visto, j4 se encontrava em estado de putrefacdo, ndo tendo sido
necropsiado. Restaram, portanto, 20 animais, sendo 7 pertencentes ao grupo I e

13 ao grupo II.

Todos os animais do grupo I, submetidos a TC de térax e a necropsia no
sexto dia (exemplos: figura 17 e 18), apresentaram tumor no pulméo visto pelos
dois métodos diagnosticos. Os diametros médios (maior ¢ menor) dos tumores
foram respectivamente, 0,643cm e 0,471cm. A presenca de tumor no pulmao foi
confirmada pelo exame histopatolégico em todos os animais. Observou-se

também muitos focos de necrose em todas as pegas examinadas.
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Figura 17: TC de térax (A = janela de pumao, B = janela de mediastino) e
peca de necrépsia (C) do animal 1, no 6° dia de implante tumoral,
mostrando o tumor (seta).

Figura 18. TC de térax (A = janela de pulmao, B = janela de mediastino) e
peca de necrépsia (C) do animal 2, no 6° dia de implante -tumoral,
mostrando o tumor (seta). -

Os animais do grupo II apresentaram perda de peso progressiva (figura
19), a partir do dia do implante tumoral e morreram todos por insuficiéncia
respiratéria, em decorréncia da proliferagdo macica do tumor em todo o pulmao.
No sexto dia do implante tumoral (d5), os animais ja apresentavam perda de
peso significativa (p<0-,04) em relagio ao 1°. PO (d1). A sobrevida média foi de

10,1 dias e a mediana de 10 dias. A presenca de tumor no pulmao foi também
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confirmada pelo exame histopatolégico em todos os animais deste grupo,

obtendo-se portanto, um indice de pega de 100% (20/20), nos dois grupos. )

Houve invasdo de parede tordcica em 10% dos animais (2/20), sendo um
animal do grupo I, e o outro do grupo II. As invasdes de parede foram vistas na
TC e confirmadas na necrépsia e pelo estudo histopatolégico. Houve também

metastase para a regido cervical em um dos animais do grupo II.

Dos animais que foram submetidos ao implante de 10° células nos
musculos da coxa para se testar a viabilidade e a tumorigenicidade das células
usadas nos experimentos, constatou-se no oitavo dia, o desenvolvimento

macroscépico e microscépico de tumor em todos eles.
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Figura 19. Curva de peso didrio dos animais, do dia do implante (d0) de
2x10° células do tumor de Walker no parénquima pulmonar, ao nono dia
(d9). Resultados expressos em média = erro padrio (EP). D5 versus D1:
(p=0,09).
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3.2.3. Etapa 3. Avalicéo da acdo antitumoral da talidomida, no modelo

estabelecido.

A mortalidade cirurgica nesta etapa foi de 14,9% (7/47), e dois ratos foram
excluidos do estudo: o primeiro por ter apresentado nddulos pulmonares
metastaticos bilaterais, por provéavel pungdo de um vaso sanguineo no momento
do implante das células tumorais; e o segundo que morreu no 1°. PO de causa
desconhecida. Dos 38 animais seguidos até o final do experimento, 35
desenvolveram tumor (indice de pega = 92,1%). Em trés destes animais
constatou-se, além de tumor, a presenca de atelectasia ¢ consolidacdo
pulmonar na TC e na necropsia, impossibilitando a medida exata dos didmetros

tumorais, sendo por isto excluidos também do estudo.

Finalmente, 32 animais foram incluidos no estudo para fins de andlise e
~ comparag¢do dos resultados: Grupo I (controle), n=6; Grupo II (TLD-45), n=9;
Grupo III (TLD-180), n=6; ¢ Grupo IV (TLD-45, n=11).

No sexto dia, foi realizada TC e necropsia nos animais do Grupo I, I e
III, quando os tumores foram medidos manualmente (didmetros maior € menor)
utilizando-se um paquimetro ¢ o volume dos tumores calculado em cm’
(Dxd2/2). As tabelas 3, 4 e 5 mostram as medidas dos diametros e volumes
tumorais obtidos na TC e na necrdpsia e a figura 20 mostra uma correlacdo
positiva entre os dois métodos (r=0,993, p < 0,000I). A TLD-45 e é TLD-180
reduziu de maneira significante em 76,6% e 77,5% respectivamente o volume
tumoral (p<0,05), comparado com o controle (figura 21). Entretanto, ndo houve
reducio significante do volume tumoral entre os grupos da TLD-45 ¢ TLD-180.
Os volumes tumorais (média+erro padrio) dos grupos controle, TLD-45 e TLD-
180 estdo expressos na tabela 6. No exame histologico verificou-se a presenca

de menos focos de necrose tumoral nos grupos da TLD-45 e TLD-180 que no
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controle. O célculo dos volumes tumorais foi feito a partir das medidas obtidas
dos didmetros tumorais na necrépsia. Ndo foram usadas as medidas feitas na TC
porque nem todos os animais dos trés grupos experimentais realizaram
tomografia de torax. As figuras 22 e 23 mostram imagens de tomografia e de
peca cirurgica de animais do grupo controle e de animais tratados com

talidomida.

Tabela 3: Valores médios dos didmetros ¢ volumes tumorais de animais do
grupo controle medidos na tomografia e na necrépsia, no dia do sacrificio dos
animais (d6).

Tomografia (TC) Necropsia (NEC) TC NEC

Didmetro Didmetro Didametro Diametro Vﬂ Vq
Rato maior menor maior menor (cm”) (cm’)
(cm) (cm) (cm) (cm)
1 0,5 0,4 0,5 0,400 0,040 0,040
2 0,8 0,80 0,9 0,800 0,256 0,288
3 0,5 0,4 0,6 0,400 0,040 0,048
4 0,6 0,2 0,4 0,300 0,012 0,018
5 0,6 0,4 0,6 0,500 0,048 0,075
6 0,8 0,70 0,8 0,700 0,196 0,196

Média 0,633 0,483 0,633 0,517 0,099 0,111
+ EP + 0,056 +£0,091 +£0,076  £0,079 +0,041 =+0,044
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Figura 20: Teste de regressao linear simples mostrando correlagio positiva
dos dados (volume tumoral em cm®) de tomografia com os de necrépsia dos

animais do grupo controle. p < 0,0001.
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Tabela 4: Valores médios dos didmetros e volumes tumorais de animais do
grupo 11 (TLD-45) medidos na tomografia e na necropsia, no dia do sacrificio
dos animais (d6).

Tomografia (TC) Necropsia (NEC) TC NEC

Rato Didmetro Diametro Diémetro Diametro V (cm’) V (cm’)

maior menor maior menor

(cm) (cm) (cm) (cm)
1 ; ; 0,50 0,30 : 0,022
2 : : 0,60 0,40 : 0,048
3 : : 0,20 0,10 . 0,001
4 : ; 0,15 0,15 : 0,002
5 : : 0,50 0,40 : 0,040
6 0,5 0,3 0,50 0,35 0,022 0,030
7 0,7 0,6 0,60 0,50 0,126 0,075
8 0,4 0,2 0,40 0,25 0,008 0,013
9 0,4 0,4 0,30 0,20 0,032 0,006
Média 0,417 0,294 0,026

+ EP +0,055 £0,044 + 0,008

(.) Animais que nao foram submetidos a tomografia de torax.
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- Tabela 5: Valores médios dos didmetros e volumes tumorais de animais do
grupo III (TLD-180) medidos na tomografia e na necrdpsia, no dia do sacrificio
dos animais (d6).

Tomografia (TC) Necropsia (NEC) TC NEC

Rato Didmetro Diimetro Diametro Diametro \Y \Y%
maior menor maior menor (cm3 ) (cm3)
(cm) (cm) (cm) (cm) '
1 0,4 0,2 0,3 0,2 0,008 0,006
2 0,5 0,3 04 - 0,2 0,022 0,008
3 0,4 0,2 0,40 0,2 0,008 0,008
4 0,6 0,5 0,5 0,3 0,075 0,022
5 0,6 0,6 - 0,7 0,5 0,108 0,087
6 0,45 0,3 0,4 0,3 0,020 0,018

Média 0,492 0,35 0,450 0,283 0,040 0,025
+ EP +0,037 +£0,067 +£0,056 =+£0,048 =+0,017 +0,013
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Figura 21: Grafico do volume tumoral (média + erro padrao) dos animais
submetidos ao implante de 2x10° células de tumor de Walker e sacrificados
no 6° dia do implante. (*) p < 0,05), comparado ao controle.

Tabela 6: Didmetros e volumes tumorais dos trés grupos de animais submetidos
ao implante de 2x10° células do tumor de Walker, medidos na necrépsia no dia
do sacrificio (d6). -

Numero de Diametro Diametro
Grupos animais maior (cm) menor (cm) V (ecm®)
Controle 6 0,633 0,517 0,111
+ 0,076 + 0,079 + 0,044
TLD - 45 9 0,417 0,294 0,026%*
+ 0,055 + 0,044 + 0,008
TLD - 180 6 0,450 0,283 0,025%

+ 0,056 + 0,048 + 0,013

*Resultados expressos em média * erro padrao. (*) p < 0,05, comparado ao
controle.

57



Figura 22. Grupo controle. TC de térax (A = janela de pulmao, B = janela
de mediastino) e peca de necrépsia (C ) de animal, no 6° dia de implante
tumoral, mostrando o tumor (seta).

Figura 23: Grupo TLD-180. TC de téorax (A = janela de pulméao, B =
janela de mediastino) e peca de necrépsia (C ) de animal, no 60 dia de
implante tumoral, mostrando o tumor (seta).

Na andlise de sobrevida dos animais, verificou-se no grupo tratado com
talidomida, na dose de 45mg/kg/dia (grupo IV), um aumento significante da
sobrevida (Teste de Log Rank: p=0,015), quando comparado com o controle
(grupo II da etapa 2). A sobrevida mediana dos animais do grupo controle foi

de 10 dias, e a do grupo da TLD-45 foi de 12 dias (figura 24).
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Verificou-se inibi¢do inicial da caquexia no grupo da TLD-45, em relagao
ao controle. Os animais do grupo da talidomida apresentaram ganho de peso até o
d5, enquanto os animais do grupo controle evoluiram com perda de peso

progressiva a partir do dia do implante tumoral (figura 25).
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Figura 24: Sobrevida mediana: grupo controle: = 10 dias; grupo TLD-45 =
12 dias. Teste de Log Rank: p = 0,015.
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Figura 25: Curva de peso dos animais do 1° ao 12° dia. Os animais do
grupo da talidomida ganharam peso até o dS e os do grupo controle
apresentaram perda de peso progressiva desde o d0. Teste t pareado (d5
em relacao a d1): grupo controle (p=0,09); grupo talidomida (p=0,04).
Resultados expressos em média + erro padrao.

3.3. Avaliacao da eficacia da tomografia computadorizada no modelo de

tumor de pulmao em rato. .

Vinte e cinco animais foram submetidos a TC de térax e a necrdpsia no
sexto dia do implante tumoral, sendo sete animais da etapa 2 (grupo I) e
dezoito da etapa 3 (controle = 6, TLD-45 =5 e TLD-180 =7). A média de
volume doé tumores em cm’® (Dxd*/2) obtida pelos dois métodos foi
comparada. A TC mostrou tumor em 92% (23/25) dos animais e nos dois
animais que ndo apresentaram tumor na tomografia, também ndo foi

encontrado tumor no exame de necrépsia nem no histopatolégico. Em todos os
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outros animais, os dados da TC foram confirmados pelo exame dos pulmdes
na necrépsia e pelo exame histopatoldgico. Constatou-se também uma
correlacdo positiva (r = 0,946, p<0,0001) entre as medidas do tumor feitas na

TC e na necropsia (Figura 26 e Tabela 7)

Tomografia (cm3)

-,05 0 05 1 15,2 2D 3
Necropsia (cm3)

Figura 26: Comparacao dos vulumes tumorais (n=25) pelo teste de
regressio simples. p<0,0001, r=0,946 ¢ R2= 0,895.
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Tabela 7: Valores médios dos volumes tumorais de 25 z_mimais submetidos a
tomografia e a necrépsia, no 6° dia do implante de 2x10° células do tumor de
Walker

No. de animais Necropsia (V = cm3) Tomografia (V = cm3)
1 0,087 0,100
2 0,075 0,087
3 0,040 0,075
4 0,004 0,006
5 0,018 0,018
6 0,032 0,029
7 0,144 0,100
8 0,040 0,040
9 0,288 0,256
10 0,048 0,040
11 0,018 0,012
12 0,075 0,048
13 0,196 0,196
14 0,030 0,022
15 0,075 - 0,126
16 0,000 - 0,000
17 0,013 0,008
18 0,006 0,032
19 0,006 0,008
20 0,000 0,000
21 0,008 0,022
22 0,008 0,008
23 0,022 0,075
24 0,087 0,108
25 0,018 0,020
Média £ DP 0,54+0,68 0,57+0,64
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3.4. Mortalidade cirurgica e indice geral de pega tumoral.

A mortalidade cirurgica global foi de 15,8% (15/95), sendo 27,3% (3/11)
na fase 1 e 14,3% (12/84) na fase 2 (Tabela 8), nio havendo diferenca

significativa entre as diversas etapas experimentais.

O exame histopatologico confirmou a presenca de tumor no lobo inferior
do pulmdo esquerdo em 64 dos 69 espécimes examinados, perfazendo um

indice geral de pega em todos os grupos de 92,8% (Tabela 9).

Houve infiltragdo neoplasica da parede toracica em 10,1% dos animais
(7/69), sendo todas as invasdes da parede evidenciadas pela TC e confirmadas

na necropsia e pelo exame histopatologico (exemplo: figura 27 a, b,c e d).

Tabela 8: Mortalidade cirurgica dos animais submetidos a toracotomia e
implante de células do tumor de Walker nas trés etapas experimentais.

N*® de animais N° de animais ~ Mortalidade
Etapas submetidos ao que morreram
implante do tumor
1 13 2 15,4%
2 24 3 12,5%
3 47 7 14,9%
Total 84 12 14,3%
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Tabela 9: Indice geral de pega dos tumores nos animais submetidos a
toracotomia e ao implante de células do tumor de Walker. Na etapa 1 foram
implantadas 5x10° (grupo I) ou 2x10° (grupo II), e nas etapas 2 e 3 implantadas

2x10° células.

N® de animais N® de animais que  Indice de
Etapas submetidos ao desenvolveram Pega
implante do tumor tumor tumoral
1 11 9 81,8%
2
Grupo I 7 7 100%
Grupo II* 13 13 100%
3
Controle 7 7 100%
TLD-45 13 11 84,6%
TLD-180 7 6 85,7%
TLD-45%* 11 11 100%

* Grupos de animais que evoluiram até a morte espontinea e foram
submetidos 4 anilise de sobrevida. Os animais dos outros grupos foram
sacrificados no 6°. dia de implante tumoral.
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Figuras 27 A, B, C e D: Rato 6 do grupo do grupo controle (fase 2),
apresentando infiltracio tumoral da parede toracica. A). A tomografia
mostra auséncia de plano de clivagem do tumor com a parede toracica
(seta). B e C). Pulmao esquerdo ressecado em bloco com o segmento
infiltrado da parede toracica (seta). Observa-se a face posterior dos
pulmdes na figura B e a face anterior na figura C. D) Exame
histopatolégico corado pela HE, mostrando infiltracio tumoral da
musculatura estriada da parede toracica (seta).
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4. DISCUSSAO



4.1. Estabelecimento de modelo experimental de tumor de pulméo com o

carcinossarcoma de Walker

McLemore e colaboradores (1987) e Wang e colaboradores (1997)
descreveram modelos de tumor localizado de pulmdo, os primeiros, em
camundongos atimicos e os segundos, em ratos Fisher, utilizando a via
endobronquica para implante das células tumorais. Estes autores implantaram
as células no pulmio (lobo inferior direito) por cateter passado através de
puncdo da traquéia cervical, introduzindo-o pelo brénquio principal direito até
o lobo inferior. Wang e colaboradores (1997) fizeram também a implantacio de
células tumorais por puncdo direta do parénquima pulmonar através de

toracotomia, tendo ocorrido maior indice de pega nesta via que na via traqueal

(100% versus 95%).

No modelo do presente trabalho optou-se por ratos ao invés de
camundongos, pela toracotomia para inoculagdo de células diretamente no
parénquima pulmonar, ¢ pela traqueostomia para ventilagio dos animais. O
experimento em ratos permite a realizacdo de procedimentos ou coletas de
amostras repetidas de sangue, € o animal tolera maiores volumes tumorais.
Além disso, o maior tamanho dos pulmdes do rato permite a perfusdo isolada
do 6rgdo com altas doses de quimioterdpicos no tratamento de metastases e
facilita a monitorizacdo do crescimento tumoral por métodos de imagem em
modelos de tumor localizado de pulmao (Abolhoda et al., 1997; Howard et al.,
1991). O implante do tumor por toracotomia foi de facil realizacdo e as
traqueostomias foram também feitas sem dificuldades técnicas, exceto pelas
complicagdes e Obitos ocorridos no transoperatorio inerentes as técnicas
utilizadas, ndo tendo ocorrido complicagdes no pds-operatdrio imediato ou

tardio. O tumor desenvolveu-se em 81,8% dos casos da etapa 1 e em 100% dos
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casos na etapa 2 dos experimentos. O menor indice de pega na etapa 1 pode ser
~atribuido a provavel erro técnico no momento da inoculagdo do tumor, em
decorréncia da curva de aprendizagem na implantagdo do modelo, visto que a
partir desta etapa o indice de pega foi de 100% nos animais dos grupos-

controle.

A importancia de se criar um modelo experimental de tumor de pulméo
se deveu inicialmente ao fato de se pqder estudar o comportamento bioldgico
do tumor, uma vez que, para uma mesma linhagem tumoral, o comportamento
bioldgico ndo € o mesmo, quando ele € implantado em diferentes orgios (Naito
et al., 1986; Mclemore et al.,1987), de acordo com o conceito de Paget (1889).
No modelo de tumor de pulmdo descrito por McLemore e colaboradores
(1987), a tumorigenicidade foi melhor e foi necessario o implante de uma
quantidade menor de células (10°) no pulmio que no subcutineo (107) para

ocorrer um bom desenvolvimento tumoral.

No presente modelo, foi necessaria a inoculagdo de uma menor
quantidade de células (2x10°) do tumor de Walker que no modelo de tumor
gastrico (10°) de Oliveira e colaboradores (1998) , utilizando-se a mesma
linhagem tumoral para se obter indices semelhantes de pega.I E importante
destacar também que o volume da suspensdo do tumor a ser injetado no pulmao
deve ser pequeno (<100 pL) porque os animais ndo toleram a injecdo de
grandes volumes no parénquima pulmonar (Wang et al.,1997). Nesse modelo
foram injetados no pulmdo cerca de 50 a 70 pL da suspensdo do tumor,
enquanto em outros modelos (Soares & Terra, 1993; Oliveira et al., 1998) a

média de injegdo foi de 1 mL.
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O crescimento do tumor de Walker no pulmio foi muito réapido e no
sexto dia do implante ja havia um nédulo no pulmaéo, diagnosticado por TC ¢
confirmado por necropsia e histopatologia. Wang e colaboradores (1997),
usando uma técnica de implante semelhante, mas com outra linhagem tumoral,
confirmaram a preseﬁga de nddulo pulmonar nos animais sacrificados no 7° dia
do Implante. Howard e colaboradores (1991), usando a via endobrénquica em
modelo de tumor em rato, para inoculagdo no pulmao de células de diferentes
linhagens tumorais, observaram o desenvolvimento de tumor no pulmio
somente a partir da terceira semana do implante. A presenca de tumor no
pulmao dos animais do presente modelo ja no sexto dia do implante confirma
ndo s6 o alto grau de agressividade do tumor de Walker, mas também o

“microambiente” propicio encontrado para o seu desenvolvimento.

Em outros modelos, utilizando o tumor de Walker e ratos Wistar, Iwama
de Matos e colaboradores (1980), observaram uma tumoracdo na coxa dos
animais no sétimo dia do implante intramuscular e Oliveira e colaboradores
(1998), mostraram a presen¢a de tumor no estdmago no 10° dia do implante.
Soares & Terra (1993), com a inoculacdo traqueal de 2,5x10° células do tumor
de Walker em ratos Wistar, produziu uma linfangite carcinomatosa em 40% dos
animais sacrificados apds o vigésimo primeiro dia, mas em nenhum dos
animais sacrificados até o décimo quarto dia do implante. Neste caso, nio
houve desenvolvimento de nodulo tumoral nos pulmdes. Eles supdem que o
pequeno numero de células injetadas ou a integridade do epitélio traqueal tenha
impedido ou retardado o surgimento da linfangite carcinomatosa e das
metastases linfonodais no modelo wusado. Neste mister, Chalmer e
colaboradores (1975), haviam demonstrado que o dano epitelial da traquéia de
camundongos cronicamente expostos a fumaga de cigarro, facilitaria a

disseminagdo ¢ o desenvolvimento de tumor inoculado através da traquéia.
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Entretanto, neste € em outros modelos de tumor de pulmdo induzidos pela
exposicdo a agentes carcinogenos (Paladugo et al., 1980; Reznik-Shiiller &
Gregg, 1981), os tumores desenvolveram-se de forma erratica e geralmente

eram difusos ou multicéntricos.

O indice de pega na etapa 2 dos nossos experimentos com a implantacdo
de 2x10° células do tumor foi de 100% (20/20), igual ao indice obtido por
Wang ¢ colaboradores (1997) com a implantagdo de 1,5 x 10° células feita
também por toracotomia, embora usando outra linhagem tumoral. O diferente
numero de células necessarias para o desenvolvimento do tumor no pulmao em
modelos similares, se deveu ao uso de linhagens tumorais com caracteristicas
biologicas distintas. O indice de pega tumoral com o implante de células feito
através da via endobrénquica nos relatos da literatura variou de 83 a 95%
(Howard et al., 1991; Wang et al.,, 1997), portanto, sendo menor que no
implante pulmonar por toracotomia. O indice de pega na etapa 3 foi de 92,1%
(35 em 38 animais), entretanto, mesmo ndo tendo havido diferenca
estatisticamente significante comparado ao da etapa 2, a discreta reducdo
verificada nesta etapa, pode ter sido tanto decorrente de falha no implante,
quanto atribuido ao efeito antitumoral da talidomida usada nesta etapa do

trabalho.

A mortalidade cirtirgica no presente modelo foi de 27,3% (3/11) na fase 1
e de 14,3% (12/84) na fase 2. A menor taxa de mortalidade observada nos
experimentos da fase 2 pode ser atribuida a melhor desenvoltura técnica da
equipe, na medida em que se avangou nas etapas experimentais. Entretanto,
essa mortalidade ainda esta ligeiramente acima dos indices da literatura que

variam de 5 a 10% (Howard et al., 1991; Wang et al., 1997).
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No modelo do presente estudo observou-se 10,1% de invasdo da parede
_toracica nos animais da fase 2, inicialmente atribuida a provavel
extravasamento das c€lulas tumorais para a cavidade toracica por erros técnicos
no momento da implantagdo do tumor. Todavia, o fato de termos verificado um
indice constante de invasdo de parede em todas as etapas experimentais, nos
levou a supor que isto possa ter sido pela progressdo natural e a maior
agressividade do tumor, que por ser periférico, tem geralmente a parede
toracica como a primeira estrutura a ser invadida. Wang e colaboradores (1997)
ndo observaram invasdo tumoral de mediastino ou de parede toricica em

modelo similar ao nosso, porém feito com linhagem tumoral diferente.

A sobrevida média dos animais no nosso modelo foi de 10,1 dias e no
modelo de Wang e colaboradores (1997) foi de 24 dias, demonstrando mais
uma vez, a maior agressividade do tumor de Walker em relacdo ao sarcoma
induzido pelo metilcolantreno. Oliveira e colaboradores (1998) relataram uma
sobrevida média de 13,2 dias, usando o mesmo tipo de tumor do nosso modelo,
porém em Orgdo diferente. A variagdo do tempo de sobrevida dos ratos
inoculados com o mesmo tipo de tumor, porém em Orgdos diferentes, poderia
ser explicada tanto pela teoria de Paget (1889), quanto pelo fato de o pulmio
ser um Orgdo vital, onde o crescimento maci¢o do tumor provocaria
insuficiéncia respiratoria € morte dos animais, antes que se instalassem as

manifesta¢des da disseminagao sistémica da doenca.

A boa correlagio dos dados de tomografia com os de necropsia
observada no modelo estudado (r=0,946, p<0,0001), oferece a possibilidade do
uso de um procedimento ndo invasivo (TC), para um monitoramento periddico
e acurado do crescimento tumoral e, conseqiientemente, para a avaliagdo da

resposta terapéutica de novas drogas anti-neoplasicas. Na literatura ha poucos
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relatos do uso de TC em modelos experimentais (Palus et al., 2000), embora a
radiografia ja tenha sido usada em modelo de tumor de pulmio e em outros
modelos (Mclemore et al., 1987; Howard et al., 1991; Oliveira et al., 1998; Le
Pimpec-Barthes et al., 1999), porém com objetivos demonstrativos e ndo de
mensuracdo da lesdo. As tomografias foram feitas com um intervalo de corte de
2mm e permitiram detectar o tumor no pulméio até 2mm de didmetro, quando
na necropsia sé podia ser encontrado pela palpagdo delicada do pulmao. A TC
foi também precisa na localiza¢do da lesdo no parénquima pulmonar e na
invasdo da parede toracica, o que seguramente ndo seria revelado por
radiografia convencional de térax. Por fim, ressalta-se que nd@o houve
dificuldade para se realizar as tomografias nos animais, embora eles tivessem
que ser anestesiados para serem submetidos ao exame, conforme foi descrito na
metodologia deste trabalho. Vale lembrar que, em humanos, principalmente
criangas, € adultos em situacdes especiais como disturbios neuropsiquiatricos,
também necessitam ser anestesiados para que as tomografias possam ser

adequadamente realizadas.

O modelo de tumor de pulméo descrito neste trabalho oferece também a
possibilidade de testes in vivo de novas drogas com a¢do antitumoral, além de
permitir o estudo da farmacocinética, farmacodinamica e da biologia tumoral

que, certamente, no pulmao € diferente dos outros orgdos.

4.2. Avaliacio do efeito antitumoral da talidomida no modelo de tumor de

pulmao.
D’Amato e colaboradores (1994) mostraram pela primeira vez o efeito

antiangiogénico da talidomida em modelo de angiogénese induzido pelo bFGF

implantado na forma de “pellet” em coérnea de coelho. Neste modelo, a
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talidomida administrada na dose de 200mg/kg inibiu em 36% a
neovascularizacdo da cornea. Os autores postularam que a inibi¢do da formacio
de novos vasos a partir dos brotos vasculares pré-existentes na cornea pela
talidomida, ocorreria  também durante o desenvolvimento fetal, sendo
responsavel pelo bloqueio do crescimento dos membros. Posteriormente, Kruse
e colaboradores (1998), demonstraram também inibigdo da neovascularizagio
pela talidomida em modelo de angiogénese induzido pelo VEGF implantado

na forma de “pellet” em cornea de coelho.

A 1nibig@o da angiogénese de cornea pela talidomida ocorre por duas vias
diferentes, através do bloqueio da expressdo de [J,[}; integrina induzida pelo
bFGF e de [ s integrina pelo VEGF (D’Amato et al., 1994; Kruse et
al.,1998), embora o mecanismo exato do efeito antiangiogénico desta droga
ainda seja desconhecido. Os autores ndo observaram efeitos colaterais tipo
sedacdo, neurotoxicidade ou perda de peso nos animais tratados com

talidomida.

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam um efeito da
talidomida sobre o crescimento tumoral e a sobrevida dos animais. Foi
observada uma inibicdo do crescimento do tumor que pode ser traduzido como
um retardo no crescimento tumoral nos animais tratados com talidomida na
dose de 45mg/kg/dia e 180mg/kg/dia, e sacrificados no sexto dia do implante
tumoral. Houve uma reducdo de maneira significante em 76,6% e 77,5% do
volume tumoral (p<0,05), respectivamente, nos animais tratados como TLD-45
¢ TLD-180, em relagdo ao controle. O volume tumoral foi reduzido de
0,111+0,044cm’ no grupo controle para 0,026+0,008cm’ e 0,025i0,013cm3, no
grupo da TLD-45 e TLD-180, respectivamente.
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No exame histopatologico verificou-se de forma qualitativa uma
~ diminuigdo das 4reas de necrose tumoral nos animais tratados com talidomida
em comparagdo ao controle que geralmente apresentava extensas areas de
necrose tumoral. A inibi¢do da angiogénese ndo deve ser a Unica causa da
diminui¢do da necrose tumoral nos animais tratados pela talidomida, uma vez
que a inibicdo da angiogénese nos tumores solidos geralmente aumenta a
necrose tumoral, conforme demonstrado por  Shalinsky e coloboradores
(1999). Entretanto, estes autores observaram aumento da necrose tumoral de
uma linhagem celular do cancer de pulmdo ndo pequenas células humano,
implantada no subcutdneo de camundongos atimicos, iniciando-se o tratamento
dos animais com um inibidor seletivo da metaloproteinase, com comprovada
acdo antiangiogénica, a partir do quinto dia de implante, quando o tumor ja
havia se desenvolvido. No presente estudo, o tratamento dos animais com
talidomida foi iniciado 12 horas antes do implante tumoral e continuado até o
dia do sacrificio dos animais (sexto dia). A presenca de necrose mais extensa
nos animais do grupo controle pode ser explicada pelo rapido crescimento do
tumor que no sexto dia ja apresentava um didmetro maior de 0,633+0,056 cm,
sendo o crescimento rapido decorrente provavelmente do comportamento
bioldgico agressivo do tumor de Walker (Iwama de Matos et al., 1980).
Howard e colaboradores (1991), observaram que o grau de necrose tumoral
estava diretamente relacionado com a taxa de crescimento tumoral. Eles
constataram que a linhagem tumoral de crescimento rapido exibiu mais
necrose que a linhagem de crescimento tumoral lento. O pequeno tamanho que
o tumor alcangou no 6° dia, com um didmetro maior de 0,417+0,055 cm e
0,454+0,056 nos animais tratados respectivamente, com TLD-45 ¢ TLD-180,
mostra que o tumor teve um crescimento mais lento, o que poderia explicar a

menor incidéncia de necrose tumoral nos animais do presente estudo.
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A reducdo do crescimento tumoral nos animais tratados com talidomida
pode ndo ter ocorrido pela inibi¢do da angiogénese, embora um efeito
antiangiogénico, por si sO, possa ter sido suficiente para retardar o crescimento
tumoral dos animais tratados. Bauer e colaboradores (1998), demonstraram que
a talidomida néo tinha efeito antiangiogénico em roedores, uma vez que estes
animais ndo tém nos seus microssomos hepaticos a enzima citocromo P450 que
metaboliza a talidomida no seu metabolito com agdo antiangiogénica.
Entretanto, esta demonstrago foi feita em um modelo de angiogénese in vitro,
usando sec¢Oes de aorta toracica de rato, incubadas em meio de cultura com um
fator de crescimento. A auséncia de inibicdo de angiogénese pela talidomida no
modelo in vitro ndo pode ser extrapolado para o modelo in vivo, nem o
resultado da inibi¢do ou auséncia de inibicdo da angiogénese para um tipo de
tumor pode ser extrapolado para outro tumor, ou para linhagens celulares
diferentes de um mesmo tumor, por inumeras razdes que citaremos a seguir.
Em primeiro lugar, no modelo de angiogénese in vifro ou in vivo, geralmente se
usa somente uma substincia angiogénica, como foi feito no modelo acima
referido (Bauer et al., 1998). Além do mais, Belo e colaboradores (2001),
demonstraram em roedores que a talidomida inibiu a angiogénese induzida por
“esponja” injetada no s.c., mas ndo bloqueou a angiogénese do tumor de
Ehrlich implantado também no s.c. do mesmo grupo de animais. Estes autores
revelaram uma ac¢do seletiva da talidomida na mesma espécie de animal e
levantaram a hipotese de que, mais do que espécie-especifica, a talidomida €
tecido-especifica. Em segundo lugar, no processo de angiogénese tumoral,
embora em alguns casos possa estar envolvido somente um fator angiogé€nico
(Arenberg at al., 1996), na maioria das vezes multiplos fatores angiogénicos
diretos ou indiretos, liberados pelo tumor ou pelas células do hospedeiro estdo
implicados no processo de angiogénese. Em terceiro lugar, em duas linhagens

de células tumorais oriundas de um mesmo tumor, cada uma pode expressar
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fatores angiogénicos diferentes, ou até mesmo uma delas ndo expressar
qualquer substancia angiogénica (Kotoh et al., 1999). Isto pode explicar porque
tanto em modelos experimentais quanto na clinica, animais ou pacientes com o
mesmo tipo de tumor apresentam respostas antitumorais diversas, ou nenhuma
resposta a terapia antiangiogénica com a talidomida (Kotoh et al., 1999; Belo et
al., 2001; Blade et al., 2001). Por fim, existem alguns trabalhos na literatura
relatando o efeito antiangiogénico e/ou antitumoral da talidomida em alguns
tipos de tumores em roedores (Guinan et al., 1998; Kotoh et al., 1999) e em
humanos (Fine et al., 2000; Eisen et al., 2000; Blade et al., 2001). Os pacientes
com astrocitoma, carcinoma de células renais e mieloma multiplo tém obtido
resultados satisfatorios com o uso da talidomida. Os pacientes com mieloma
multiplo, além da estabilizacdo da doenga, tém obtido controle da dor, o que
tem concorrido para uma melhora da qualidade de vida destes pacientes. Por
isto, apesar da talidomida ser uma droga proscrita devido ao seu efeito
teratogénico (focomelia), ela vem sendo seletivamente reintroduzida na
oncologia para o tratamento dos tumores acima citados, bem como na pratica
clinica como uma droga de escolha para o tratamento de vérias desordens, que
incluem o eritema nodoso da lepra, a doenga do enxerto versus hospedeiro, a
estomatite aftosa e o lupus eritematoso discoide (Sheskin, 1965; Vogelsang et

al, 1986; Ostraat et al, 1992 e Tseng et al, 1996).

Embora o mecanismo de acdo da maioria dos agentes antiangiogénicos
durante o processo de tumorigénese seja conhecido, muitos deles agem por
mecanismos ainda ndo completamente elucidados. A talidomida bloqueia a
produg¢do de TNF-0 pelos macréfagos (Sampaio et al., 1991), e modula a
sintese de outras citocinas associadas com a neovasculariza¢do. Foi mostrado in
vitro que a talidomida inibe a sintese de interferon-UJ pelas células

mononucleares do sangue periférico e aumenta a sintese de interleucina 4 € 5
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(Mchugh et al.,, 1995). Nogueira e colaboradores (1994), relataram que a
~expressdo de moléculas de adesdo (especialmente ICAM-1 e selectina-E, que
tém uma fun¢do importante na indugdo da angiogénese pelo recrutamento de
células inflamatorias) ¢ também modulada pela talidomida. Além disso, os
leucdcitos e principalmente os macréfagos, juntamente com as células
tumorais, liberam fatores que ativam e estimulam as celulas endoteliais. Estas
células, uma vez ativadas, induzem a sintese de mediadores inflamatorios como
prostaglandinas e oxido nitrico (NO), responséaveis pela vasodilatagdo, etapa
inicial, que precede a angiogénese tumoral (Fukumura & Jain, 1998). A
talidomida inibe seletivamente a sintese de TNF [ por aumentar a degradacio
do seu RNAm e reduz a producdo de NO em ratos (Lopez-Talavera et al.,
1996). Baseado nisso, especula-se que no modelo de tumor de pulméao do nosso
trabalho, a talidomida possa ter inibido a angiogénese e retardado o crescimento
tumoral, modulando a expressdo de citocinas e de mediadores inflamatorios,
atuando portanto, por mecanismos diferentes daqueles envolvidos no modelo de
angiogénese in vitro relatado por Bauer e colaboradores (1998), que

afirmaram néo ter a talidomida qualquer agdo antiangiogénica em roedores.

Por outro lado, supondo-se que a talidomida ndo tenha inibido a
angiogénese no nosso modelo, pois, na verdade, ndo temos dados para
comprovar ou descartar esta hipotese, haveria outras a¢des da talidomida que
justificariam o retardo do crescimento tumoral. Sabe-se que algumas citocinas
expressas pelas células tumorais podem atuar como fatores de crescimento
autdcrino, aumentando ou estimulando a proliferagdo das préprias células
tumorais, ou de forma paracrina, como fator angiogénico. Citocinas expressas
por células do hospedeiro também podem estimular as células tumorais,
concorrendo para o aumento da proliferacdo das células tumorais. A

interleucina 8 (IL-8), ¢ exemplo de uma citocina pro-inflamatdria, que atua
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como fator de crescimento autdcrino para as células do melanoma (Schadendorf
et al., 1993), e como fator angiogénico para as células do adenocarcinoma de
pulmdo humano (Arenberg at al., 1996). A talidomida pode ter interferido na
tumorigénese inibindo ou bloqueando a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, e/ou fatores de crescimento tumoral com ac¢do autdcrina ou
paracrina (Sampaio et al., 1991), inibindo assim a proliferacdo das células
neoplasicas e, com isto, retardando o crescimento tumoral. O efeito antitumoral
da talidomida no presente trabalho pode ainda ter sido pela modulagdo do
sistema 1mune, como ja foi demonstrado experimentalmente em ratos Wistar
(Vogelsang et al.,1986; Ostraat et al., 1992), pela “downregulation” do TNF-[]
(Klausner et al, 1996), ou ainda, por mecanismos desconhecidos. Na literatura
ndo héa relatos do uso da talidomida em modelos de tumor com o
carcinossarcoma de Walker, embora ja tenha sido demonstrada redu¢do do
crescimento tumoral e diminui¢do da incidéncia de metastases pulmonares em
ratos inoculados com outras linhagens de células tumorais ¢ tratados com

talidomida (Guinan et al., 1998; Minchinton et al., 1996).

Muito embora o aumento do tempo de sobrevida ocorrido no grupo de
animais tratados com TLD-45 no presente modelo, tenha sido pequeno, com
um incremento de somente dois dias na sobrevida mediana dos animais
tratados, ainda assim a diferenga em relagdo ao grupo controle foi
estatisticamente significante (p<0,05). E importante salientar que dois dias de
vida em roedores corresponde a dois meses no ser humano, o que ndo deixa de
ser um aumento pequeno, mas que reflete também uma agdo antitumoral da

talidomida.

O uso clinico da talidomida em pacientes com astrocitomas ou gliomas

recorrentes e refratarios a radioterapia e a pelo menos dois regimes de
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como fator de crescimento autdcrino para as células do melanoma (Schadendorf
et al., 1993), e como fator angiogénico para as células do adenocarcinoma de
pulmdo humano (Arenberg at al., 1996). A talidomida pode ter interferido na
tumorigénese inibindo ou bloqueando a expressdo de citocinas pro-
inflamatodrias, e/ou fatores de crescimento tumoral com agdo autdcrina ou
paracrina (Sampaio et al., 1991), inibindo assim a proliferagdo das células
neoplasicas e, com isto, retardando o crescimento tumoral. O efeito antitumoral
da talidomida no presente trabalho pode ainda ter sido pela modulagdo do
sistema imune, como ja foi demonstrado experimentalmente em ratos Wistar
(Vogelsang et al.,1986; Ostraat et al., 1992), pela “downregulation” do TNF-[J
(Klausner et al, 1996), ou ainda, por mecanismos desconhecidos. Na literatura
ndo ha relatos do uso da talidomida em modelos de tumor com o
carcinossarcoma de Walker, embora ja tenha sido demonstrada redugdo do
crescimento tumoral e diminui¢cdo da incidéncia de metastases pulmonares em
ratos inoculados com outras linhagens de células tumorais e tratados com

talidomida (Guinan et al., 1998; Minchinton et al., 1996).

Muito embora o aumento do tempo de sobrevida ocorrido no grupo de
animais tratados com TLD-45 no presente modelo, tenha sido pequeno, com
um incremento de somente dois dias na sobrevida mediana dos animais
tratados, ainda assim a diferenca em relagdo ao grupo controle foi
estatisticamente significante (p<0,05). E importante salientar que dois dias de
vida em roedores corresponde a dois meses no ser humano, o que ndo deixa de
ser um aumento pequeno, mas que reflete também uma agdo antitumoral da

talidomida.

O uso clinico da talidomida em pacientes com astrocitomas ou gliomas

recorrentes e refratarios a radioterapia e a pelo menos dois regimes de
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quimioterapia, resultou em resposta parcial ou estabiliza¢do do tumor por no
minimo oito semanas, em 44% dos pacientes (Fine et al., 2000). Os pacientes
que tiveram estabilizacdo do tumor apresentaram um pequeno aumento na
sobrevida (mediana de 30 semanas) em relagdo aos que apresentaram
progressdo da doenca (mediana de 22 semanas). Os autores atribuiram o efeito
antitumoral da talidomida a uma a¢do antiangiogénica ou imunomoduladora,
uma vez que eles ndo encontraram atividade citotoxica in vifro ou in vivo da
droga. Ha também relatos de uso clinico da talidomida em pacientes com
mieloma multiplo refratario a quimioterapia convencional (Blade et al., 2001),
e em pacientes com carcinoma de células renais em estagios avangados, com
percentuais variaveis de respostas parciais e estabiliza¢do da doenca (Eisen et

al., 2000).

No presente trabalho, verificou-se também uma inibi¢do inicial da
caquexia. Os animais tratados com TLD-45 evoluiram com ganho de peso até o
quinto dia, enquanto o grupo controle apresentou perda de peso progressiva a
partir do dia do implante tumoral. Alguns estudos clinicos tém demonstrado
que o uso da talidomida em pacientes com tuberculose e HIV positivo ou
negativo, reduz significativamente o TNF[ e acelera o ganho de peso dos
pacientes (Tramontana et al., 1995; Haslett 1998). Entretanto, ndo ha trabalhos
na literatura mostrando inibicdo da caquexia pela talidomida em modelos
experimentais de tumor com o carcinossarcoma de Walker, embora existam
muitos relatos do uso de antiinflamatorios nédo esteroidais (AINES) inibindo a
caquexia em modelos experimentais com outros tumores (Gelin et al., 1991;
Cahlin et al., 2000). As citocinas com a¢do comprovada na indu¢@o da caquexia
sdo o TNF[] a IL-1C e a IL-6, produzidas pelas células tumorais ou pelas do
hospedeiro, que tanto podem promover a caquexia de forma direta, quanto

indiretamente, atuando como fatores de crescimento tumoral (Lonnroth et al.,
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1990; Strassmann et al., 1992; Strassmann et al., 1993). O mecanismo de ac¢do
~da talidomida e dos AINES na inibicdo da caquexia ¢, provavelmente,
dependente da inibi¢do da sintese dessas citocinas pro-inflamatorias, embora
os mecanismos envolvidos na melhora do balango metabdlico entre o tumor € o

hospedeiro ainda estejam por ser determinados (Cahlin et al., 2000).

Por fim, achamos que os efeitos sedativos ou hipnoticos e analgésicos da
talidomida devem ser considerados no presente modelo. Sabe-se que a
toracotomia provoca dor intensa no p(’)s—operat(’)rio em decorréncia da retracéo
das costelas e do estiramento dos nervos intercostais (Katz et al., 1996). Sabe-
se também que o trauma ou estresse cirirgico compromete e enfraquece
temporariamente o sistema imunoldgico (Freire-Garabal et al., 1998). Nestas
circunstincias, ocorre perda ou inativagdo das células T ou de outros elementos
de defesa, tornando a vigildncia do hospedeiro fragilizada e com menor
capacidade para destruir as células malignas. Neste mister, Freire-Garabal e
colaboradores (1998), demonstraram que a fluoxetine, um antidepressivo e
inibidor seletivo da captagdo neural da serotonina, reverteu parcialmente a
vulnerabilidade ou o efeito imunossupressor causado pelo estresse cirurgico de
uma laparotomia feita em roedores. Os animais pré-tratados com fluoxetine,
submetidos a laparotomia e inoculados com 10 células do tumor de Walker na
veia da cauda, apresentaram aumento da sobrevida e reducdo do numero de

metastases pulmonares em relagéo ao grupo controle néo tratado.

A talidomida administrada em ratos reduz a hiperalgesia e a dor
inflamatoria na fase aguda decorrente da injega?ljo intraplantar de carragenina,
pela inibicdo da sintese do TNF[ e pelo aumento da degradacdo do seu RNAm
(Ribeiro et al., 2000). Além disso, a talidomida usada preemptivamente em

ratos reduz também a alodinia e a dor neuropética na fase cronica (Sommer et
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al., 1998). No presente trabalho, especula-se a possibilidade de que a acdo
sedativa e analgésica da talidlomida administrada doze horas antes da
toracotomia e do implante tumoral, possa ter concorrido para minimizar a dor-e
reduzir o efeito imunossupressor do estresse cirurgico e, desta forma, ter
também contribuido para o retardo do crescimento tumoral € o aumento da

sobrevida dos animais.

Os resultados obtidos no nosso trabalho corroboram os da literatura,
mostrando que o efeito antitumoral da talidomida usada como monoterapia €
fugaz, e que finalmente o tumor retoma o seu crescimento em um ritmo
dependente do comportamento biologico de cada linhagem tumoral,
culminando inexoravelmente com a morte de todos animais em um curto

periodo de tempo.

A demonstracdo na literatura de um efeito sinérgico ou da
potencializa¢do dos efeitos de drogas citotoxicas com o uso associado de
agentes antiangiogénicos em tumores sélidos (Teicher et al., 1994), nos permite
sugerir que doravante sejam feitos estudos no sentido de se avaliar a agdo da
talidomida combinada com esquemas de ‘quimioterapia. Neste mister,
Shalinsky e colaboradores (1999), demonstraram que o efeito antitumoral de
inibidores  seletivos das metaloproteinases com reconhecida agdo
antiangiogénica, foi potencializado com o uso combinado de agente citotdxico
(carboplatina). Estes autores observaram também que o uso do paclitaxel
quando feito isoladamente em animais com linhagens de células do cancer de
pulmdo n3o pequenas células resistentes a quimioterapia, ndo afetou o
crescimento tumoral; entretanto, o fez de forma significativa, quando associado
ao inibidor da angiogénese. Nessa circunstancia, o paclitaxel potencializou 0

efeito inibitdrio sobre o crescimento tumoral do agente antiangiogénico,
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embora o efeito inibitdrio sobre a angiogénese tenha sido similar ao uso isolado
do agente antiangiogénico. Estes resultados confirmam a hipotese de O’Reilley
e colaboradores (1996), corroborada depois por Boehm e colaboradores (1997),
de que as células endoteliais do tumor e do hospedeiro ndo desenvolvem

resisténcia a agentes antiangiogénicos.

Com base nos nossos resultados e amparados nos dados de literatura,
podemos afirmar que a talidomida ¢ uma droga de acdo “pleiotrépica” por
apresentar, além do efeito hipnotico originalmente descrito, efeito
antiangiogénico, antitumoral, anticaquético, antiinflamatério e analgésico. Isso
abre uma perspectiva futura promissora do uso amplo da talidomida,
principalmente de seus analogos destituidos de efeito teratogénico, como droga
“adjuvante”, combinada com agentes citotoxicos, com grandes possibilidades
de sucesso, no tratamento dos tumores sélidos avangados resistentes ou nao a

quimioterapia.
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5. CONCLUSOES

1. O trabalho mostrou a eficiéncia da técnica de implanta¢do direta do tumor de
Walker no pulmao, com as vantagens da necessidade de pequeno intervalo de
tempo para o desenvolvimento tumoral, e a possibilidade da reproducdo do

modelo com altos indices de pega.

2. A tumorigenicidade das células do carcinossarcoma de Walker no pulméo foi
excelente, constatada pela presenca precoce de tumor no sexto dia do implante
de uma pequena quantidade de células tumorais, provavelmente pelo bom

“microambiente” encontrado para o seu desenvolvimento.

3. A TC for um método de imagem de alta acuracia no diagnostico, na
localizagdo e na mensuracdo das lesdes tumorais, confirmada pela boa
correlacdo dos dados de tomografia com os de necropsia, podendo ser usada
como um meétodo ndo invasivo de monitoramento periodico e acurado do

crescimento tumoral em modelos experimentais de tumor de pulmao.

4. A talidomida mostrou um efeito antitumoral significativo ¢ ndo dose
dependente, caracterizado pelo retardo do crescimento tumoral e pelo aumento
da sobrevida dos animais. Este efeito antitumoral pode ter decorrido de uma
acdo imunomoduladora e antiinflamatoéria local e sistémica, por bloquear a
expressdo de fatores de crescimento tumoral ou inibir a sintese de citocinas pro-

inflamatdrias, ou ainda, por mecanismos desconhecidos.

5. A talidomida mostrou um efeito anticaquético, inibindo a perda de peso dos

animais
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