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PROLOGO

A nossa pesquisa sobre CANCER ndo se traduz somente
como uma inquietacao de natureza academica. Na verdade,ela re
- vela também um pouco das nossas preocupacoes enquanto profis
sional da satde, enquanto cidadao, residindo e trabalhando'ng
ma cidade,'onde, entre 1978 e 1980,'as neoplasias malignas o-
-cupavam o segundo lugar entre as causas de morte, em homens e
mulheres, com 978 obitos masculinos e 1.185 dbitos no sexo fe
minino. A mortalidade proporcional foi de 5,8% e de 8,6, res
pectivamente e, as taxas de mortalidade, 55,5 por 100.000 ho-

E -
mens e de 58,9 por 100.000 mulheres® 7.

Nesses termos, o cancer com seus niveis atuais de
incidencia e de mortaiidadé, se justifica como sério ‘proble—
ma de salde pﬁblicé e, em termos de projegoes, dada a sua ten
déncia ascendente, a importdncia dessa doenca se ampliard. Va
rios sao os condicionantes que determinam um rismo aumentado
- para o cancer, o que implica na necessidade de conjugacao de
~esforgos para eliminar, deter ou atenuar os efeitos ... desses

condicionantes, no sentido de solapar o curso acessivo _dessa

enfermidade e inverter sua marcha.

(*) Informacdes retiradas do livro de Marcelo Gurgel C. da
Silva, Cancer em Fortaleza: morbidade e mortalidade no
-periodo de 1978 a 1980, pags. 83/4.

xxi

| UNIVERSIDADE fi0iiai 00 CEAdd |



Portanto, este trabalho cientifico para a conclusdo
do nosso mestrado em Farmacologia ultrapassa os limites do a-
‘cademicismo e pretende ser uma contribuicZo na tentativa mais

ampla de superacdo de alguns dos graves problemas de saide.

0 que apresentamos aqui € o resultado de quatro a-
nos de investigacdo, estudando um tumor espontaneo,surgido na
regido da glandula salivar de um rato Albino (Tumor TEGS~
2047). Esse tumor vinha sendo mantido em nosso Departamento e
ja havia se constituido em objeto de estudo para outros pes-

quisadores.

No primeiro momento nos decidimos por uma abordagem
farmacologica da neqpiasia e, posteriormente, sentimos a ne-
cessidade de uma definicdo histoldgica.do.tumor. No final, a
"estruturacao dos capitulos desta dissertagao reflete claramen

te o desenrolar da nossa pesquisa. -

Desse modo, no primeiro capitulo caracterizamos o
tumor, do ponto de vista hist016gico; Para tal, langamos mao
de técnicas de histopatologia convencional, associada ao estu
do de microscopia eletrdnica, bem como de citoquimica enzima-
tica e imunohistoquimica. No segundo capitulo relatamos o es
tudo da cinética de Erescimento do tumor e, no terceiro capi-
tulo apresentamos a abordagem farmacoldogica da neoplasia. Nes
se caso, estudamos a influéncia do sexo, da gonadectomia iso-
lada, ou associada ao tratamento com esteroides sexuais (an-
drogeno e progestdgeno), bem como procuramos detectar a  pre

senca de substancia(s) biologicamentc'ativa(s), produzida(s)
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pelo tumor.

A medida em que desenvolviamos a pesquisa, nos depa
\

ramos com uma dificuldade de ordem metodologica: na nossa’Uni
versidade nao tinhamos condicoes de fazer a classificagao his
tologica do tumor. Esse problema foi superado qﬁando nos des-
locamos até Sao Paulo e tivemos acesso ao Departamento d@ Pa
tologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto e Departa
mento de Patologia da Faculdade de Medicina Julio de Mesquita
(Botucatu), onde realizamos azcaracterizacao do tumor e inici
amos o estudo cinético, que'cohcluimOS“no Departamento de Fi-

siologia e Farmacologia da UFC. A abordagem farmacoldgica foi,

na sua totalidade, desenvolvida neste mesmo Departamento.

Portanto, este trabalho € fruto de um esforco con-

junto, envolvendo instituicOes e pessoas.
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CAPITULO 1
CARACTERIZACAO DO TUMOR TEGS-2047 (Histopatologia, ultraestru
ra, citoquimica enzimatica, imunohistoquimica e potenciai me -

tastatico).



: 1.1 - INTRODUGAO
1.1.1 - Fibrohistiocitoma malignb humano -

Os fibrohistiocitomas malignos (FHM) humanos também
referidos como fibroxantossarcomas e fibroxantomas malignoé,
sao sarcomas que ocorrem mais comumente nos tecidos moles pro
fundos e menos frequentemente nos tecidos moles superficiais.
(O'BRIAN § STOUT, 1964;MERKOW et al.,1971;KEMPSON & KIRIAKOS,

- 1972; WEISS & ENZINGER, 1978; ALGUACIL-GARCIA et al., 1978).

A ocorréncia dessas neoplasiag € hoje bastante re
conhecida gracas as descricOes pioneiras de O'BRIAN §& STOUT,
em 1964, os quais introduziram o conceito de tumores fibrosos
malignos diferindo do ja conhecido fibrossarcoma. Posterior-
mente, KEMPSON & KIRIAKOS (1972) e SOULE & ENRIQUEZ (1972) di
vidiram esses tumores em categorias, introduzindo critérios
de avaliagéo da agressividade dos mesmos, tais como: presenca

de um padrizo "em redemoinho' e de células pleomérficas bizar

ras e frequéncia de mitoses.

Em 1978, WEISS § ENZINGER, baseados na anilise dos
achados clinico-patologicos de 200 casos de FHM, descreveram
tais tumores como sendo sarcomas pleomorficos,primitivos, mos

trando diferenciacdo parcial fibrobldstica e histiocitica, in

dicada pela produgdo de colageno e fagocitose ocasional. Des-

) 1
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creveram ainda que, os FHM, em sua forma classica, sdo consfi
tuidos de células fusiformes (fibroblasticas-simile) e arre-
dondadas (histiociticas-simile), arranjadas num padrao '"em re
demoinho'" e acompanhadas por c€lulas gigantes pleomdrficas e

células inflamatorias.

E hoje evidente que os FHM sdo os sarcomas de par-.
tes moles mais.comuns na vida adulta tardia (SOULE & ENRIQUEZ,
1922, ;;}WEISS_. § ENZINGER, 1978; KEARNEY et al.,1980), ten
do sido descritas varias formas distintas de apresentacao dos
mesmos, incluindo FHM fibroso, FHM histiocitico e FHM pleoﬁéz
fico com variantes mixdide e ‘inflamatdria (SOULE § ENRIQUEZ,
. 1972: FU et al,, 1975). Entretanto.o histiocitoma maligno € o
reticulosséréoma de partes moles nao fazem parte do grupo
dos FHM devido a auséncia do componente fibroblastico (ENJOJI

et al., 1979).

Devido a esse alto grau de variacao no padrao morfo
16gico, os FHM foram,e ainda tém sido.frequentemente confundi
dos com outros sarcomas,tais como o rabdomiossarcoma pleomor-
fico, o lipossarcoma e o fibrossarcoma. Como resultado a ver
dadeira incidéncia e o potencial bioldgico desses neoplasmas
nio tém sido perfeitos e -definitivamente determinados (WEISS

& ENZINGER, 1978; ENJOJI et al., 1979).

Embora a origem histiocitica dos FHM tenha sido con
siderada por alguns autores (KAUFFMAN & STOUT, 1961; KEMPSON
& KYRIAKOS, 1972), outros mais recentemente tém sugerido sua

origem a partir de uma célula primitiva mensenquimal (FU et



al., 1975; TAXY & BATTIFORA, 1977; LAGACE et al., 1979;ENJOJI
| et al., 1980). No entanto, a precisa histogénese dos FHM per-
manece controversa,havendo necessidade de maiores estudos (KE-
ARNEY et al., 1980). Nesse sentido, tem-se sugerido a criagao
de modelos experimentais de FHM em animais de laboratorio(GRE

AVES et al., 1985).
1.1.2 - Tumores fibrohistiociticos em animais experimentais

O aparecimento de sarcomas de partes moles em va-
rias cepas de ratos idosos € um fendmeno bem conhecido e re-
- gistrado na literatura. Tais tumores, descritos como origina-
rios de células mesenquimais, tem recebido denominagbes  va-
rias comorfibrossarcoma, lipossarcoma, leiomiossarcoma € sar
comas indiferenciados (CARTER, 1973; GOODMAN et al,, 1979,
1980). Entretanto, apenas recentemente € que o conceito de fi
brohistiocitoma maligno em cepas de ratos tem sido considera-

do (WARD et al., 1981; GREAVES & FACCINE, 1981).

PRADHAM e colaboradores, em 1974, demonstraram o de
senvolvimento de tumores fibrohistiocitomas-simile em ratos
previamente tratados com injecdo subcutanea de certos extra-
tos de plantas. Em 1980, YUMOTO & MORIMOTO reportaram experi
mentos com fibrohistiocitomas surgidos em camundongos inocula
dos com macrofagos transformados de medula Ossea. Em adigé@o,
foi demonstrado que a administragdo subcutanea de 4 (hidroxia

mino) quinolina-1-0xido em ratos também produziu fibrohistio-



citomas malignos semelhantes aos humanos (KONISH et al.,1982).
Mais recentemente, FHM em ratos surgiram nos locais de implan
‘tagdo de filtros de miliporo (GREAVES et al., 1985), bem como
registrou-se o desenvolvimento e caracterizagdo de um tumor
da linhagem histiocitica-macrofagica transplantavel intraperi

tonealmente em ratos Wistar (KHAR, 1986).

Além disso tem-se demonstrado a ocorréncia esponta
nea de alguns tumores de partes moles em ratos idosos, com
caracteristicas biolodgicas, histqlégicas e ultraestruturais
semelhantes ds descritas nas neoplasias fibrohistiociticas hu

manas (SQUIRE et al., 1981; BARSOUM et al., 1984).
~1.1.3 - Caracterizacdo das neoplasias fibrohistiociticas

A base para o argumento de que esses tumores sao
parcialmente histiociticos & suportada por observagbes a mi-
croscopia 6pticaAconvenciona1, incluindo entre outras, sinais
de fagocitose; achados ultraestruturais, tais como atividade
lisossomica intensa e estudos de histoquimica enzimatica, de-
monstrando a presenca de enzimas hidroliticas como a fosfata
se acida e as esterases inespecificas, o naftil -acetato este-
rase ou o naftil butirato esterase (FU et al., 1975; TAXY 4&
BATTIFORA, 1977; ALGUACIL-GARCIA et al., 1978; ENJOJI et

al., 1980; HARRIS, 1980; TSUNEYOSHI et al., 1981).

IWASAKI e colaboradores, em 1982, utilizando cultu-

ra de células obtidas de fibrohistiocitomas malignos e benig—



nos, caracterizaram funcionalmente os. histiociticos através
da detecg@o de receptores de superficie para a porgdo Fc da i
hunoglobulina G, receptores de superficie para C3, imunofago-
citose de eritrocitos opsonizados e enzimas lisossomais. Tais
procedimentos foram usados recentemente na caracterizacdo de
um tumor da linhagem histiocitica-macrofagica em ratos (KHAR,
1986).

A utilizacdo de técnicas de imunohistoquimicé tem
permitido localizar varios antigenos em histidcitos de teci
dos normais. Alfa-1 Antitripsina (AlAT) foi demonstrada em
histidcitos de figado e tecido linfoide (ISAACSON et al.,
1981), Lisozima foi visualizada em células de Kupffer do figa
do, nos seios histiociticos de linfonodos e em células monoci
toides de medula Gssea (MASON § TAYLOR, 1975; LI el al.,1972).
Alfa-l-Antiquimotripsina (AlACT) foi também demonstrada em te
cidos linfdides, particularmente nos histidcitos dé polpa e

nos seios histiociticos (MOTOI et al,, 1980).

Alguns estudos recentes tém mostrado a preseﬁga de
Lisozima, Alfa-l-Antitripsina e Alfa-l-Antiquimotripsina em
fiﬁrohistiocitomas humanos e em outros tumores de suposta ori
gem fibroblastica-histiocitica, utilizando-se a fecnica da i-
munoperoxidase (BURGbORP et al, . 1981; Du BOULAY, 1982; KIND-
BLOM et al., 1982), Marcadores de filamentos intermediarios
como a Viméntina, tambem‘tém sido usados no diagndstico de
sarcomas de partes moles (QABBIANI et al., 1981).

No campo da patologia de tumores experimentais, en-

tretanto, técnicas de imunohistoquimica ndo tém sido largamen
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te utilizadas. Apenas recentemente um grupo de vinte sarcomas
histiociticos em ratos Wistar foi caracterizado através da

técnica da imunoperoxidase (BARSOUM et al., 1984);
1.1.4 - 0 tumor TEGS-2047

BEZERRA DE ARAUJO e colaboradores, em 1980, descre-
veram o aparecimento espontdneo de um tumor na regido correé—
pondente a da glandula salivar de um rato adulto, albino, Wis
tar, pertencente a Colonia do Biotério do Departamento de Pa-
tologia e Medicina Legal do Curso de Medicina da UEC. O a
"nimal ficou em observacao por 30 dias, quando a massa tumoral
ja comprometia o olho direito e estava uicerada S (Eig: T.1),
Foi entao sacrificado e, apds resseccdo completa do tumor,
fragmentos foram utilizados para estudo histopatoldgico e pa-
ra o transplante em ratos receptores Wistar, pela técnica do
trocarter. Nao foram encontradas metastases. Segundo os auto
res, ao exame microscépico o tumor apresentava extensas areas
de necrose e era constituido basicamente de 2 tipos celula-
res: a) células arredondadas pequenas, hipercromiticas, com
escassp. citoplasma e b) c€lulas de aspecto fusiforme, com a-
bundante citoplasma eosinofilico,  Descreveram ainda, a presen
ca de cartilagem, areas mixoides, glandulares, e mesmo glandu
las sebaceas. As mitoses eram frequéntes,.principalmente nas

zonas de predominio das células fusiformesu,

Para os 5 primeiros transplantes, a neoplasia ficou
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- Tumor TEGS-2047 original no 30° dia de observa-
cao quando o animal foi sacrificado.Note-se que a
massa tumoral ja comprometia o olho direito e esta
va ulcerada (Gentileza do Prof. Roberto Wagner
Bezerra de Araljo).



mantida basicamente ds custas das células fusiformes. Reporta
ram ainda que, em virtude do grande pleomorfismo histoldgico
"do neoplasma, nio foi possivel enquadrd-lo em nenhum dos ti-
pos descritos na literatura e, por isso, o tumor foi denomina
do de TEGS-2047, significando Tumor Espontaneo na Regido da

'Glindula Salivar e, 2047, o seu nimero de registro.

Apds as 10 primeiras repicagens o tumor passou a
ser mantido no Departamento de Fisiologia e Farmacologia do
Curso de Medicina da UFC, através de transplantes subcutdneos
pela técnicé do trocarter (HAMBURGER & FISHMAN, 1953), encon

trando-se até o inicio desse estudo na sua 75a. passagem.

TROMPIERI, 1984 (Tese de Mestrado - UFC), descreveu
caracteristicas histoldgicas semelhantes as descritas por BE-
ZERRA DE ARAUJO et al, para o tumor TEGS-2047 sem, no entan-
to, enquadra-lo em alguma. categoria histoldogica ou mesmo pro

por alguma classificacao para o mesmo.

Viu—sewportanto, a necessidade de um estudo morfold
gico mais profundo, usando técnicas outras, além da microsco
pia Optica usual, na tentativa de caracterizar tal neoplasia.
Supos-se entdo, pelo padrdo histologico descrito até  agora,
que o tumor original poderia ser uma neoplasia de partes mo-
les ou mesmo um fibrohistiocitoma, que € o mais comum  tumor

de partes molés descrito em ratas (GREAVES & FACCINE, 1981).



1.1.5 - Objetivos

Foram objetivos deste primeiro capitulo:

1) Demonstrar a suposta natureza fibrohistiocitica
do tumor TEGS-2047, através da microscopia &ptica, microsco-

pia eletronica, citoquimica enzimidtica e imunohistoquimica.

2) Pesquisar o aparecimento de metastases.



1.2 - MATERIAL

1.2.1 - Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus),
variedade Wistar, machos, com peso médio de 120 gramas, com
30 a 50 dias de nascidos, provenientes da Colonia do Biotério
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Todos
os animais foram mantidos em gaiolas de aco inoxidavel na par
~te superior recebendo agua "ad libitum" e racdo balanceada

Coelhex (CBR).
1.2.2 - Solugdes fisiologicas

Ringef com lactato de sddio, Quimica Farmaceutica
Gaspar Viana: NaCl 6g; KC1 0,3g; CaCl,H,0 0,2g; lactato de so

dio 3.1g (concentragao por litro).

Solucdo de cloreto de sodio 0,9%; Quimica Farmaceu

tica Gaspar Viana.
1.2.3 - Drogas e marcadores antigénicos

Anticorpos primarios: Anti-lisozima; Anti-alfa 1 an-
tripsina; Anti-alfa 1 anti-quimotripsina e Anti-vimentina (DA-
KO Laboratorios, Dinamarca).
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Anticorpos secundarios biotinilados (Vector Labora-

torios, Califdrnia).

’

Cloranfenicol (Sintomicetina.Laboratdrio Lepetit).

Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase .(Vector Labora-

torios, Califdornia).

Tripsina (Worthington Biochemical Corp. peptides).
1.2.4 - Reagentes e Corantes

- Acetato de uranila (Merck)
- Acetato de chumbo (Merck)
- Acetato de sodio (Merck)
- Acide cloridrico (Merck)
- Amino-etil-carbazol (Sigma Chemical Co.)
- Albumina bovina sérica (Sigma Chemical Co.)
California)
- Alcoﬁi etilico (Merck)
- Aldeido glutarico (Sigma Chemicél Co.)
- Alfa naftil acetato (Biosynth Riedel de Haen)
- Azul de Trypan (Merck)
- Dietilbarbiturato de sodio (Sigma Chemical Co.)
- Dimetilformamida (Vetec Quimica Fina ‘Ltda.)
- Eosina (Merck)
- Formaldeido (Herzog- sol. a 4% e 10%)
- Fosfato de potassio (Merck)

- Fosfato de sddio bifdsico (Montedson-Farmaceutica



Carlo Erba)
- Hematoxilina (Merck)
- Hematoxilina de Mayer (Sigma Chemical Co.)
- Naftol-ASD-Cloroacetato (Biosynth Riedel de Haen)
- Naftol AS bifosfato (Biosynth Riedel de Haen)
- Naftol AS acetato (Biosynth Riedel de Haen)
- Nitrito de. sddio (Merck)
- Metanol (Reagen)
- Pararosanilina (Sigma Chemical Co.)

- Tetroxido de osmio (Merck)

'1.2.5 - Aparelhagem

- Autoclave Fabber

- Balanga Mettler modelo P3

- Banho-Maria, Soc. Fabbe Ltda.

- Estufa de Secagem e Esterilizacao, FANEM, modelo
%15 SE

- MicroscoOpio Binocular Zeiss Standart acoplado com
camara fotografica Zeiss

- Microscopio Eletronico Zeiss EM 109

-~ Medidor de pH, Netron-

- Microtomo Spencer 820

- Ultramicrotomo Sorval UT 5000
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1.2.6 - Materiais diversos

- Agulhas hipodérmicas 25-7 BD
- Becher de 10, 50 e 100ml, PYREX
- Homogeneizador de POTTER manual
- Laminas e laminulas
- Luvas cirurgicas
- Material cirGrgico: pingas, bisturi, tesoura, tfg
carter, fios de algodao
- Parafina para preparagdes histoldgicas, QUEEL
- Pipetas e provetas
- Placas de Petri do tipo bacterioldgico; PYREX

- Seringas de 1,35 '5"¢ 20cc - BD.
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. 1.3 - METODOS
1.3.1 - Técnica de transplante

Os animais doadores com 14 dias de evolucao do tu-
mor (TEGS-2047), foram sacrificados por inalagao com éter eti
lico, em condigles Otimas de assepsia, mediante esterilizacgdo
da pele com solucdo de alcool iodado. A seguir,foi feita uma
incisao na pele que recobre o tumor, tendo sido este completa
- mente excisado. Apds a exérese, o material foi colocado em
placa de Petri contendo 19ml de Ringer lactato e 1,0ml de clo
ranfenicol enm solucdo de 100mg/ml, para lavagem. Em seguida,
as partes necrosadas do tumor foram retiradas e o restante,
ja totalmente limpo, foi transferido para outra placa de Pe-
tri com as mesmas solugdes da anterior, para manutencdo. Apods
esse procedimentoi foi feito o recorte dos fragmentos com ta
manho de 1,0 x 0,4cm. O ringer lactato foi usado com a finali
‘dade de manter as células neoplasicas com vitalidade,enquanto
que o cloranfenicol foi adicionado na intengao de inibir a

proliferacao bacteriana.

Os animais receptores foram submetidos a anestesia
com éter etilico e feita assepsia da pele com dlcool etilico.
Por meio de um trocarter (HAMBURGER § FISHMAN, 1953) injetou-

se por volta de 70-75mg de tecido tumoral na regiao lombar,
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de cada animal receptor. Tentou-se anteriormente, obter uma
suspensép de células para o transplante com uma acurada coﬁtg
éem de células tumorais viaveis (PAUL, 1975). Para tal utili-
zou-se uma enzima proteolitica, a tripsina para isolamento das
cé€lulas e o azul de Trypan para julgamento da viabilidade ce-
1uiar. Com este método conseguiu-se um indice de pega meﬁor
que 50% quandose inoculava por via subcutdnea 2 x 10° célu-
las viaveis obtidas a partir de 70 a 75mg de tecido tumoral.
Por esta razao o primeirolmétodo foi o escolhido, apesar de
mais grosseiro, no entanto ﬁqnmcaxb um indice de pega de 80

8..90%.
1.3.2 - Microscopia oOptica

Fragmentos de 10 tumores foram retirados, fixados
em formaldeido a 10% com tampdo fosfato de sddio durante 24
horas, incluidosrgm parafina e cortados (5um) por micrdtomo
comum. O método de coloragao utilizado foi o da Hematoxilina-
Eosina, sendo que, em algumas l2minas utilizou-se o PAS (aci-

do periodico de Schift), o tricromio de Masson e:a impregna-

cdo de prata para reticulina. O material foi examinado e foto

grafado em microscopio Zeiss standart.

1.3.3 - Microscopia eletronica

Amostras de 2 tumores, selecionados ao acaso, foram



cortadas com bisturi em pequenos fragmentos, desengqrduradés
e imersos em aldeido glutarico a 2,5% em tampéo fosfato 0,1M
@H 7,3)a temperatura de 40°C. A seguir foram recortados em
blocos de 1mm® a 40°C. Em seguida foram lavados em tampao fos
fato (3 lavagens, 10 min. cada) e deixados no ﬁesmo durante a
'noite. Foram entdo submetidos a osmicacdo (pds-fixacdo), em.
solucao de tetroxido de 6smio a 1% em tampdo fosfato 0,1M (pH
7,3) durante 2 horas a 4°C, desidratados " em concentracgoes
crescentes de acetona e incluidos em araldite. Foram entdo re
alizados cortes ultra-finos com navalha de diamante em ultra-
microtomo, montados em grades. de 200 "Mesh'", duplamente cora
dos com acetato de uranila e citrato de chumbo, examinados e

fotografados em microscodpio eletronico Zeiss, a 80 KV.
1.3.4 - Citoquimica enzimatica

Amostras de 2 tumores selecionados ao acaso foram
utilizadas para preparacdes através de "Imprints" e,a seguir,
coradas para verificacdo da atividade das seguintes enzimas:
alfa-naftil acetato esterase, fosfatase acida e naftol AS clo

roacetato esterase.

1.3.4.1 - Alfa-naftil acetato esterase ou Alfa-Nae r(esterase

inespecifica)
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1.3.4,1,1 - Principio da reacao

A esterase inespecifica hidrolisa o substrato alfa
naftil acetato que dd um precipitado de granulos azuis se o
sal diazonico usado for o Fasﬁ Blue BB, e marron avermelhado
se for o Fast Garnet ou a pararosanilina (LI et al.,1972; YAM
et al;, 1971; LORENZI et al., 1985). A atividade dessa enzi-

ma & demonstrada em monocitos e mohoblastos (LI et al.,1973).

1.3.4.1.2 - Técnica
A técnica utilizada no presente estudo foi 5 gdescrita

por LI et al., 1973, modificada por LORENZI et al., 1985.
a) Reativos
1 - Témpéo fosfatos

Solucao 1 - fosfato de potdssio 0,1IM

K H2P04 Saln e s g e A amm s wmusass - PM. ® 130,08

- e e . 6,8g

H

2O destidadat S o e B O & eteie 500ml

Solucdo 2 - fosfato de s6dio bibasico 0,1M

Na 2HPO4 ZH20 5 d ol v vsrits bl s ALY PM = 177,99
Na— 2HPO4 ZHZO @ 0 & % 2 ° 9 % & 8 0 s 08 g " e 8,89g
HZO destilada. ..... o) Sk s e e o 500m1l

2 - Mistura substrato

- 10mg de alfa-naftil-acetato dissolvidos em
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0,8ml de acetona (solugdo '"stock'" A)
- 25ml de tampao fosfato pH 7,5
- Pararosanilina hexazotizada (solugao''stock”

B)

Preparo da solugao '"stock" B

= Pardrosaniling 4% (..ese. sasssnnws & gOLaAs

- Nitrito de sodio 4% ..... sessssssa. & POLAS

- A seguir misturados durante 60 seg. € de=
pois diluidos em 50ml de tampdo fosfato(pH

yiow3 I

Preparo da solucgao de pararcsanilina 4%

— Pararosanilila .u.eeeeeeceeeeneennnns 1,0g

= Hulia defaniZada . licesasssessrnsessny 20mMl

= HCT  CONCAMETALAD 1ucssase sios oeanssssses DL

- Aquecimento, filtracdo ap0s resfriamento e
estocagem a 4% em frasco escuro

- A solucado de nitfito de sodio a 4% € prepa

rada imediatamente antes do uso.

A mistura substrato (solugdo '"stock"™ A + solugdo
"stock" B) € filtrada antes do inicio da incubagao.
b) Técnica

1 - Os esfregacos, nao submetidos a fixa-
gao, foram incubados por 30 min., a tempera

tura ambiente (25°C) na mistura substrato.

2" - Lavados delicadamente em agua destilada e se

| URIVERSIDADE FEDERAL DO CEefd |




cados.

3 - Contracorados com verde de metila a 1% por 1

min.

4 - Lavados em agua, secados e montados em lami

nula usando gelatina-glicerina-fenol.

A solucao do verde de metila a 1% foi preparada a

partir de solucao :a. 1,0% em tampao acetato 0,1M, pH 4,0. 0

corante foi extraido com cloroférmio em funil de.decantagao.
1.3.4.2 - Naftol AS cloroacetato esterase
1.3.4.2.1 - Principio da reagao

A reacdo se baseia na hidrolise do substrato naftol
AS cloroacetato pela enzima cloroacetato-esterase em presengé
de um sal diazaﬁico, a pararosanilina, com a formagao de gra-
nulos vermelho-brilhante no citoplasma. A reagao € positiva
na série granulocitica neutrofila, do mieldcito até o segmen

tado, E também fortemente positiva nos mastdcitos.Nos mondci
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tos e basofilos € fraca ou negativa, sendo negativa nas de-

mais células (LI et al., 1972, 1973; YAM et al., 1971; LOREN-.

ZI et al., 1985).

1.3.4,2,2 - Tecnica

A técnica utilizada foi a descrita por LI et al.,




. 1973, modificada por LORENZI et al., 1985,

a) Reativos

’

1 - Tampao veronal-acetato pH 7,62

20

Dietilbarbiturato de s0dio ...conssee 7,357

Acetato de 80di0 i ensssssrnasrninse 4,857¢g

Cloreto de sdédio ..... e s ... 8,500¢g

Acido cloridrico IN .v.vevevenenen... 200ml

Agud destilada . iisssssssiivisns .e... 1250m1
2 - Mistura substrato

Solugao "'stock" A

- Naftol-ASD-cloroacetato ...cceccees 10g

~ . Dimetilformamida scessscsneness - Iml

Solucao "'stock" B (pararosanilina he-

xazotizada)

- Pararosanilina 4% ... eceeeeens vaex £ gotas

- A seguir misturados durante

pois adicionados em 60ml de

pH 7,62.

A pararosanilina a 4% e o nitrito de

Nitrito de s0dio 4% .veeeeos

60. seg. e de~

tampao acetato

sodio a 4% fo

ram preparados da mesma forma descrita para a reacgao da alfa-

naftil acetato esterase.

b) Técnica

1 - Os esfregacos foram fixados em metanol- for-
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mol (9:1), a frio, por 30 seg.

2 - Lavados com agua destilada e secados ao ar

3 - Incubados na mistura substrato, a temperatu
ra ambiente por 60 min.

4 - Lavados com agua corrente por 4 a 5 vezes e
secados ao ar

5 - Contracorados pela hematoxilina da = Carazzi
por 15 min.

6 - Lavados, secadoé‘e montados em laminula com

glicerina gelatinosa
1.3.4.3 - Fosfatase acida
1.3.4.3.1 - Principio da reacao

As fosfatases acidas constituem um grupo heterogé-
neo de isoenzimas que hidrolisam ésteres-fosfatos em meio aci
do, liberando naftdis que se acoplam a sais diazonicos. O pro
duto resultante &€ um precipitado colorido que moétra o 1local
de atividade da enzima. O substrato utilizado & o naftol AS-
Bl-fosfato e o produto da reagdo & constituido por  granulos
vermelho-vivo, quando se usa o sal Fast Garnet GBC ou a para-
rosanilinaje azul,quando se usa o sal Fast Blue BB. A reacgao
& fortemente positiva nos linfocitos "T" e linfbblastos it
moderadamente poSitiva nos plasmSCifos, megacaridcitos e mond

citos, fraca na série granulocitica neutrofilica e nos eritro
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blastos e fracamente positiva ou negativa nas células blasti
cas mieldides e eritroblastos imaturos (LI et al., 1972; JAM-

éA & LORENZI, 1983; LORENZI et al.,, 1985).
1.3.,4.3.2 - Tecnica

A técnica utilizada foi a descrita por BARKA § AN-
DERSON, 1962; YAM et al., 1970 e modificada por LORENZI et
als, 1985,

a) Reativos

1 - Tampao veronal-acetato pH 7,62
Vide preparo na reagao descrita anteriormen-
te |
2 - Mistura substrato
Solucao "stock" A
= Naftol-AS-BI-f0Sfato ................ 10mg

< Dimetilformamida ..ccccececeecoees S P | 1

Solucao "'stock" B

- Pararosaniliha ARES 6 Ll Rabadd « T il gotas

- Nitrito de s6dio 4% ............. 12 gotas

- A seguir misturados durante 60 seg. e de-
pois adicionados em tampao veronal-acetato
pH 5,8, ajustado com NaHOZN quando necessa

¥ 10

Nota: A pararosanilina a 4% e o nitrito de
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sodio a 4% foram preparados conforme
descrigao feita para as 2 reacoes ante

riores.
b) Técnica

1 - Os esfregagos, nao fixados foram incubados
com o tampdao substrato por 2 a 3 horas a
37°C.

2 - Lavados cuidadosamente com agua destilada e
secados ao ar.

3 - Contracorados com verde de metila 1% (prepa-
rado conforme descrigcao anterior) por 1 min.

4 - Lavados em agua, secados e montados em lami

nula, com gelatina-glicerina-fenol.
1.3.5 - Imunohistoquimica
1.3.5.1 = Principio da reacao

A técnica de imunoperoxidase € um método imunologi
co que tem sido usado para a demonstragdo de varios antigenos
em tecido histoldgico e utiliza anticorpos marcados ou nao
marcados e uma enzima muito estavel, a peroxidase do rabanete
("Horseradish"). A peroxidaSe & uma enzima de escolha devido
sua facilidade, alta atividade enzimatica e de conjugacgao, a-
1ém de relativa estabilidade a temperatura ambiente e baixo

custo. Como marcadores visuais da reagao utilizam-se os cro-
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mogenos ou doadores de elétrons,para os quais a peroxidade &

dvida (HEYDERMAN, 1979).

.

A reag3ao bioquimica basica da peroxidade € demons-

trada como segue:

HyOs + HoRoooo B0 2 5.0 & R
H,0, = perdxido de hidrogénio

H,R =,crbmogeno doador

HPO = peroxidase '"'Horseradish"

R = cromogeno colorido oxidado

O cromogeno & entao polimerizado no sitio antigéni
co,na presenga de peroxidase para formar um polimero instavel

de cor Variével,dependendo da substancia utilizada.
1.3,5.2 -~ Técnica

A técnica de imunoperoxidase empregada na presente

pesquisa, foi a da AVIDINA-BIOTINA, modificada, descrita por

HSU et al., 1981 (Fig. 1.2).

1 - Foram retirados cortes de 5um de blocos de para
fina de 2 tumores que haviam sido selecionados ao acaso e fi-
xados em formaldeido a 4% tamponado com fosfato de sddio, du

rante 24 horas.

2 - Os cortes foram colocados sobre lamina de histg
logia previamente albuminizada. A seguir os cortes sofreram

desparafinizagdo em xilol e hidratagdo em alcoois progressiva




PX
COMPLEXC ADIVINA
" BIOTINA- PEROXIDASE

PX PX o~y Ell :j s~ PX
gy J COMPLEXO AVIDINA

PX-AVIDINA BIOTINA-PEROXIDASE

LIGADA  PX ey s PX ANTICORPO PONTE

: : BIOTINILADO
ANTICORPO ~ ANTICORPO ANTICORPO NAO
BIOTINILADO ANTI @ BIOTINILADO ANTI @& LIGADO ANTI m

FIGURA 1.2 - Técnicas de imunoperoxidase utilizando o complexo
avidina-biotina: os semi-circulos indicam os an-
tigenos, PX indica peroxidase, asteriscos, a bio
tina e a cruz, avidina. A técnica empregada na
presente investigacdo esta representada na letra
U '
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mente mais hidratados até solucao salina tamponada (SST) a

0,1M.

.

3 - As laminas foram incubadas durante 5 min. com
solugao de perdoxido de hidrogenio a 7% para bloquear a ativi-

dade da peroxidase enddgena.

4 - A fim de bloquear as reacbes inespecificas, as
laminas foram incubadas com albumina bovina sérica (ABS) " a

10% por 20 min. a temperatura ambiente (T.A.).

5 - A seguir fez-se incuBagﬁo com anticorpo primia-
rio anti-lisozima (diluigao de 1:100), ou anti-alfa-l-antitrip
sina (diluigao de 1:50d), ou anti-alfa-1 antiquimotripsina(di

luicdo de 1:5000), ou anti-vimentina (diluigdo de 1:10), por

120 min. a T.A. Todos em ABS a 5%.

6 - Apéé, foi feita,incubaééo com anticorpo (IgG)se.
‘cundario biotinilado,produzido na cabra anti-IgG de coelho no
caso da pesquisaﬁdé lisozima, alfa-l-anti-tripsina (A;AT) e
alfa;l—anti—quimotripsina (AlACT) e anticorpo biotinilado (IgQ),
produzido no .cavalo anti-IgG de camundongo, no caso da vimen-
tina. A diluic3o foi de 1:200 e 1:25 em BSA a 5% Trespectiva-

mente, por 30 min a T.A.

7 - Feita, a seguir, incubagdo com Complexo Avidina
Biotina-Peroxidase na diluigdo de 1:50 em SST por 30 min. a
T A

8 - A ligacdo do anticorpo primirio com o antigeno

em pesquisa foi visualizada, incubando-se as laminas com solu
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¢ao de amino-etil-carbazol (ZSmg deste em 1ml de SST contendo

H,0, a 0,3%), por 40 min. 3 T.A.

*

9 - A seguir, as laminas foram contracoradas com he
matoxilina de Mayer por 5 min., desidratadas e montadas em

Permont.

10 - Entre cada fase da reag3o em que foi feita incu
bacdo, os cortes foram lavados com jatos delicados de SST por

2 vezes.
1,3.5.3 - Controles positivos

Tecidos previamente conhecidos como possuidores dos
antigenos pesquisados, foram corados concomitantemente com oS
2 casos de tumores, Para a AlAT usou-se figado humano com cir
rose por deficiencia de AIAT; rim humano normal para a AlACT,
a qual estd presente nos tiibulos renais proximais; Sarcoma
granulocitico para lisozima (muramidase) e fibrossarcoma para

vimentina.
1.3,5.4 - Controle negativo

Usou-se como controle negativo a substituigﬁo do an
ticorpo.primério especifico por soro ndo imune da mesma espé-
cie animal onde foi produzido o anticorpo primirio. Assim &
que, utilizou-se soro normal nao imune de coelho e camundongo

nos casos de anticorpos produzidos no coelho e camundongo,res
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pectivamente.
1.3.5.5 - Avaliacio microscopica

As reagOes examinadas foram conéideradas positivas
ou negativas. Somente granulacoes intra—citoplasméficas de
cor ma;ron-avermelhada, foram registradas como positivas. Em
areas com necrose, uma difusa coloracio marron-avermelhada no
material necrotico, foi geralmente encontrada. Esta reacao €&

- o> - - - -
inespecifica e foi registrada como negativa.
1.3.6 - Pesquisa de metastase

Foram-utilizados 40 ratos Wistar inoculados com o
tumor, conforme descricao anterior. Os animais foram dividi-
dos em 8 subgrupos de 5. No 9° dia, apds a inoculacgdo do tu-
mor, 10 animais gséolhidos ao acaso, foram sacrificados por

deslocamento da coluna cervical. ApOs constatada a morte, em

2

cada um foi feita uma incisao do pUbis ao mento~E;toda a re-
giao exposta sofreu detalhado exame macroscopico para pesqui
sa de metastases. Amostras selecionadas do figado, pulmdo e
ganglios linfdticos foram rotineiramente processadas para exa
me histopatoldgico. O mesmo procedimento foi realizado com 10
animais no 18° e 10 animais no 27°¢ dia, apO0s o transplante do

tumor.




1.4 - RESULTADOS

1.4.1 - Andlise macroscépica

A analise macroscopica descrita & fruto de observa
goes de 30 tumores excisados enm épocas diferentes, 9°, 18° ¢

279 dias de evoluciao do tumor.

Os tumores localizavam-se no tecido celular subcuta
neo, eram delimitados e de facil -exérese. Eram tumores de for
mas irregulares, com tamanhos variados, boleados, pouco con-
- sistentes, de cor branco acinzentado, de superficies externas
brilhosas, revestidas por fina cdpsula transparente, A vascu-
larizacao externa era maior quanto mais ''novo'" fosse o tumor,
de forma que, os tumores excisados no 99 e 189 dias eram mais

vascularizados que aqueles estudados no 27° dia, com raras ex

cecoes (Pigs.nliaientlid).

Ao corte, observou-se, extensas areas de necrose,
predominando sobre o tecido neopldsico nio necrdtico. A necro
se era mais extensa, 3 medida em que o tumor aumentava de ta-

manho (Fig. 1.4).
1.4.2 - Microscopia Optica

A neoplasia mostrou-se constituida por,basicamente,

29
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FIGURA 1.3 - Aspecto externo do tumor TEGS-2047 em rato Wis-
tar no 27°¢ dia de sua evolugao. Note-se o aspec

to caquético do hospedeiro e o grande volume da
‘massa tumoral. ‘

FIGURA 1.4 - Aspecto macroscOpico do tumor TEGS-2047 mostrado
_ na Fig. 1.3. Observe-se o aspecto "boleado" = do
tumor, a boa vascularizagdo externa e a grande

Area de necrose no centro do tumer (seta).
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FIGURA 1.5 - A - Aspecto tumoral mostrando a grande predomi-
nancia de células fusiformes arranjadas num
padrdo em 'redemoinho'. Notam-se extensas a-
reas de necrose com células fusiformes em
volta formando um aspecto "em palicada". Ob-
servam-se também células inflamatérias (lin
f6citos) proximo as areas de necrose bem como
células maiores com citoplasma vacuolizado
(Foam cells) (HE.100XX).

B ASpecto tumoral mostrando células fusiformes
alongadas ou ovoides. Notam-se duas mitoses
em células tumorais no centro da figura (HE
400XX) .

C - Fibras de reticulina de distribuigao irregu-
lar e aspecto grosseiro largamente distri-
buidas entre as células tumorais (Impregna-
gdo pela prata - 400XX).

D - Fibras de colageno finamente distribuidas en
tre as células tumorais (Tricromio de MASSON
com azul de anilina - 400XX).




»
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c€lulas fusiformes aiongadas ou ovoides e arranjadas num pa-
drao "Estoriforme ou em Redemoinho' caracteristico. As célup_
‘las apresentavam citoplasma acidofilo, corado moderadamente.
pelo'PAS. Os nlUcleos eram vesiculosos eletiéos, ovoides, ou

arredondados, apresentando em geral 1 a 2 nucléolos (Figuras

1.5a e 1.5b).

Fibras de colageno e reticulina distribuidas em
grande quantidade, principalmente em volta de células indivi
duais, foram observadas. (Figuras 1.5c e 1.5d). Nenhuma estria

gao cruzada citoplasmatica foi observada.

Extensas areas de necrose foram visualizadas e, em
volta delas, células inflamatdrias, principalmente linfGcitos
e células fusiformes histiociticas-simile dispostas em '"pali-

gada" (Fig. 1.5a).

Fagocitose aparente, bem como células com citoplas
ma espumoso ("Foam cells"), foram focalmente observadas (Fig.
1547 5

As células fusiformes apresentavam consideravel ati

vidade mitotica, encontrando-se, na maioria dos cortes, 4 a

5 mitoses por campo (ocular 10 e objetiva 40).

A vascularizacao era abundante, principalmente na

periferia do tumor.

1.4.3 - Metastase

Dos 30 ratos autopsiados sistematicamente no 9°9,18°¢

e 27° dias de evolugao do tumor, verificou-se em apenas um dos

[UNITERSITADE Frhesil DO CEARM |
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animais,no 279 dia, dois néddulos localizados no pulmao D, ar-
redondados, esbranqulgados e semi- transparentes medlndo 0,4

»

cm e 0,2cm de diametro, respectivamente.

Ao exame histopatoldgico, as metastases mostravam
um grande predominio de células fusiformes,com grandes nu-
cleos e nucléolos evidentes,assumindo disposicd@o em feixe; o
casionalmente percebiam-se grandes células_com citoplasma va-
cuolizado lembrando histocitos, em meio a zonas de necrose
(Fig. 1.6). Portanto, o mesmo padrao apresentado pelo tumor
primario.

Amostras de figado, baco e nédulos linfaticos deste
animal fpram processadas para estudo histopatoldgico € nao

apresentaram alteracoes.
1.4.4 - Achados ultraestruturais

As prepéragaes estudadas mostraram 3 microscopia e~
letronica apenas células fusiformes histociticas-simile, alon
gadas ou aﬁebEides, sem jungoes ou membrana basal, com cito-
plasma apresentando mitocondrias, goticulas de lipidios, raros
microfilamentos, 1lisossomos secundarios, fagossomos e modera
da quantidade de membranas de reticulo endoplasmatico rugoso.
Fibras de colageno e reticulina eram abundantes nos espacgos

intercelulares (Fig. l.7a).

Os nlcleos eranm frouxos, alongados, indentados e o-

v'unii[‘()l,u |

I o
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- Aspecto histoldgico de metdstase pulmonar

do

tumor TEGS-2047. Observa-se o tecido pulmonar

1.6

FIGURA

metastatico

ta e a4 esquerda, o tecido

-

1rel

-d
constituido por células fusiformes (HE 100XX)

a
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casionalmente ovoides, apresentando nucléolo(s) bem evidente

e cromatina com marginagdo periférica (Fig. 1.7a).

’

Foram vistas também algumas células de aspecto xan
tomatoso, com citoplasma totalmente preenchido por goticulas

de lipidio e estruturas semelhantes a lisossomos (Fig. 1.7b).

Ocasionalmente foram encontradas cé&lulas com abun-
dante reticulo endoplasmatico rugoso, algumas vezes distendi

do por substancia eletron-densa.

Nio foi constatada existéncia de ce€lulas  gigantes
H =%

nem miofibrilas nas preparacoes estudadas.
As células sao, portanto, do conjuntivo pouco dife
~renciado, histiocitoides.

1.4.5 - Citoquimica enzimitica

Os resultados da coloracdo citoquimica para verifi
cagao da atividade das enzimas alfa naftil acetato .esterase,
fosfatase acida e cloroacetato esterase, estdao sumarizadOs na

Tabela I.1.

As reacoes foram fortemente positivas para a alfa-
naftil acetato esterase, nas células tumorais fusiformes alon
gadas e ovoides (Fig. 1-8).  Forte atividade para fosfatase
dcida também foi demonstrada nas cé€lulas tumorais (Fig. 1.8).
A positividade das reacgdes foi especifica, visualizando-se

granulos grosseiramente espalhados no citoplasma e corados em



36

FIGURA 1.7 - A - Eletromicrografia mostrando células histioci
ticas com nicleos (N) irregulares, inden-
tados, com nucléolos (NU) evidentes e croma-
tina periférica; Notam-se mitocondrias M) e
membranas de reticulo endoplasmético Tugoso
(RE) pouco desenvolvido e colégeﬁo (C) intexr
celular (ME - 9.100XX). |

B - Eletromicrografia mostrando células xantoma-
tosas tipicas, com citoplasma quase totalmen
te preenchido por vacuolos lipidicos (LI) e
tamb&m por corpos semelhantes a 1isossomos
(L) .~ Abaixo e 3 direita aspecto de um nicleo
irregular € fusiforme (ME - 7.800XX) .
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marron.

A enzima cloroacetato esterase nio mostrou ativida

o

de em nenhuma tas amostras estudadas (Fig. 1.8).

1.4.6 - Imunohistoquimica

Os resultados sao apresentados na Tabela I.2.

As amostras dos 2 tumores examinados mostraram con-
sideravel positividade nas reacgdes paré Lisozima e para Vi-
mentina. As 2 reagoes foram especificas apresentando gfanuli
¢oes intracitoplasmaticas de coloragao marrom-avermelhada (Fi-

guras 1.9a e 1.9b).

As amostras dos 2 tumores apresentaram reagoes nega

tivas tanto para A;AT como para A;ACT (Figuras 1.9c e 1.9d).

1

Em areas de necrose en&xmrggmkse em algumas lami-
nas, coloracoes avermelhadas distribuidas difusamente entre
os eépagos intercelulares, o que foi interpretado como rea-

goes inespecificas.

Os controles positivos mostraram reagOes intensamen
te positivas para os antisoros especificos, isto €, A AT para
cirrose por deficiéncia de AlAT, rim normal para AlACT, sarco

ma granulocitico para Lisozima e fibrossarcoma para Vimentina

Os controles negativos mostraram total imunonegati-

vidade em todas as amostras estudadas.
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FIGURA 1.8 - A - Preparacdo feita através de "imprint” e co
rada para Alfa naftil acetato esterase,
mostrando forte positividade em vdrias c&
lulas tumorais (setas) (400XX).

B - Preparacdo feita através de- "imprint'' e coO
rada para fosfatase acida, mostrando for-
te positividade em vdrias células  tumo-
rais (setas) (400XX).

C - Preparacdo feita através de "imprint” e co
rada para cloroacetato esterase, demons-
trando total negatividade nas células tu
morais (400XX).
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FIGURA 1.9 - A

Coloragao feita pela técnica de imunoperoxidase
demonstrando imunopositividade na reagao da Liso
zima (setas) (400XX) .

Coloracao feita pela técnica de imunoperoxidase
demonstrando imunopositividade na reagac da Vi-
mentina (setas) (400XX) . ‘

Coloragdo feita pela técnica de imunoperoxidase
demonstrando total imunonegatividade na reagao
da Alfa 1 antitripsina (AlAT) (400XX) .

Colorac3o feita pela técnica de imunoperoxidadé
demonstrando total jmunonegatividade na reacgao
da Alfa 1 antiquimotripsina (AlACT) (400XX) .







1.5 - DISCUSSAO

O tumor transplantavel descrito no presente estudo
mostrou caracteristicas celulares de ambos, fibroblastos e
histidcitos, justificando,portanto,a sua inclusiao na catego-

ria das neoplasias designadas como Fibrohistiocitomas.

\

As caracteristicas macroscopicas, a grande variagao
no tamanho dos tumores, bem como a sua forma de <crescimento,
sdo achados comuns a outros tumores de partes moles experimen
tais, fibrohistiociticos ou n3o, espontaneos ou induzidos,des
critos na literatura (FRINDEL, et al., 1967; GOODMAN et al.,
1979, 1980; GREAVES & FACCINE, 1981; SQUIRE ‘et .al., 1981;
STEEE : :1977), |

GREAVES § FACCINI, em 1981,avaliando 85 fibrohistio
citomas e5pont§heo§ em ratos Sprague-Dawley, reconheceram, de
acordo com o tipo celular predominante,- 4 tipos histolo-
gicos: histiocitico (17%), pleomdrfico (33%), celular (célu-
las fusiformes) (17%) e muito fibroso (33%). Os tumores his-
tiociticcs eram altamente malignos e a maioria produziu metas
tases. Os tipos pleomorfico e ceiular ocasionalmente ~levaram

ao aparecimento de metastases, sendo reconhecidos como poten
cialmente malignos. As lesCes muito fibrosas eram essencial-
mente benignas.

A aparéncia histologica geral do tumor em estudo
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mostrou uma estreita semelhanca com o tipo celular descrito
por GREAVES & FACCINE e também com o seu correspondente huma
no.0 grande predominio de células fusiformes alongadas ou o-
voides,o padrido "em redemoinho' ,uma marcada fibrose, estensas
areas de necrose,e presenga de coldgeno,reticulina e cé&lulas
inflamatOrias cronicas,sdo caracteristicas comuns a ambos fi-
brohistiocitomas,humano(KEARNEY et al.,lQSO;SOULE & ENRIQUEZ,
1972 ;WEISS 5.ENZINGER,1978)erde ratb(WARD et al.,1981; GREA-
VES § FACCINE,1981) ;GREAVES et al:,1985. ‘ |
A presenca de células gigantes multinucleadas ou em
formas‘bizarras»e o aparecimento frequente de metastases, co-
mumente descritos nos FHM humanos (FU et al., 1975; KEARNEY
et al., 1980; SOULE § ENRIQUEZ, 1972;.WEISS G ENZINGER,1978),
~em FHM do tipo histiocitico em ratos (WARD et al., 1981; GREA
VES § FACCINE, 1981; GREAVES et al., 1985) e em sarcomas his-
tiociticos de ratos (BARSOUN et al., 1984; JOHNSON et al.,
1973; SQUIRE et al., 1981), foram achados extremamente Taros
no tumor em estudo, estando de acordo com a descrigao de GREA
VES & FACCINE para os FHM do tipo celular.
| As caracteristicas ultraestruturais dos FHM descri
tos no homem estao, hoje, bem estabelecidas. FU et al . (1975)
demonstraram a presenca de células histiociticas-simile,fibro
blasticas-simile e células indiferenciadas em 4 FHM. TAXY et
al (1977), ALGUACIL-GARCIA et al (1978) e TSUNEYOSHI et al
(1981), posteriormente e com maior nimero de ¢casos, 15,6 e ‘17
respectivamente, confirmaram estes achados. Algumas .caracte-

risticas celulares, como filamentos intracitOplasméticos, co-
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lageno intercelulaf, lisossomos, goticulas de lipidio e célu-
las tipicamente xantomatosas. observadas por aqueles pesquisa
,dores, foram também encontradas neéte estudo. No entanto, ma-
terial lembrando membrana basal foi demonstrado naqueles estu

dos, o que n3o ocorreu na presente investigacao.

Os estudo de microscopia eletronica realizados por
outros pesquisadores (BARSOUN et al, 1984: GREAVES et al
1982, 1985; JOHNSON et al;, 1973; SQUIRE et al., 1981) em tu-
mores fibrohistiocitiéos de ratos, em muito se assemelhan aos
descritos ho paragrafo anterior.

A presenca de forte atividade das enzimas alfa naf-
til acetato esterase e fosfatase acida, bem como a ausencia
de atividade para a cloroacetato esterase, sao achados compa
tiveis com os encontrados por outros autores em FHM humanos
(FU et al., 1975; IWASAKI et al., 1982) e de ratos(GREAVES et
ai., 1985; KHAR, 1986) e representam mais um_dado a favor da
natureza fibrohistiocitica do tumor em questao.

Nos dltimos anos, um nimero crescente de estudos i-
munohistoquimicos vém sendo realizados na Caracterizacao e di
ferenciacao de varios tumores de. suposta natureza fibrohistio
citica e de outros sarcomas de partes moles. Uma série de mar
cadores antigénicos incluindo proteinas estruturais, enzimas,
inibidores enzimdticos, filamwntos citoplasmaticos e outros,
vem sendo utilizados Eom essé objetivo (BROOKS, 1982) (Tabe-

(ol s

A natureza fibrohistiocitica do tumor TEGS-2047 foi
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confirmada pela positividade encontrada nas reacdes de imuno
peroxidase para a Lisozima e Vimentina, embora com negativi
"dade para AJAT e AJACT. Estes achados diferem dos publicados
por alguns pesquisadores com FHM humanos (BROOKS, 1982; BURG-
DORF et al., 1981; Du BOULAY, 1982; KINDBLON et al.,1982) (Ta
bela I.4), nos quais a AlAT e prinéipalmente a AlACT mostram-
se como melhores marcadores da diferenciacdao histiocitica que
a Lisozima. No entanto, BARSOUN et al (1984)enconttraram reéul

tados semelhantes aos desta pesquisa,ao estudar um grupo de 20

sarcomas histiociticos em ratos Wistar.

A histogénese dos fibrohistiocitomas malignos e. de
outros tumores histiociticos de partes moles, tem sido motivo

de controvérsia nos ultimos anos.

Com base em estudos em cultura de tecidos, OZELLO
e colaboradores propuseram que histiocitos neopldsicos poderi
am comportar-se como ''fibroblastos facultativos', levando en-
tao ao surgimento de histiocitomas, fibrohistiocitomas ou der
matofibrosarcoma protuberans (OZELLO et al., 1963, OZELLO §&
"HAMELS, 1976). YUMOTO & MORRIMOTO (1980) demonstraram que uma
linhagem induzida de c€lulas macrofagicas-simile obtidas a
partir da medula o0ssea de camundongos, produziu tumores
transplantaveis sehelhantes ao FHM humanos. Com base nestes
achados tais pesquisadores concluiram que fibrohistiocito
mas eram derivados de histidcitos e que as células fusiformes
tumorais representavam '"fibrohlastos facultativos'. Por outro

‘lado, os estudos detalhados de FU e colaboradores, atra=



46

2OSSO-0IPU0D OBITRTIUIIIT
Tp ® eaed steTOUS30d mOUﬁmauwmmo SOI0PBIIEBN

(()STRTT930pUS SBINTID 9P IOPRIIABY

BOT1ID0T1STY OBSBTIOUSIAT
Ip op sodiy so3isd exed 0dtyIdoedse 1opeoxep

OBSBAUT OBU B OPBUOTIBISX 1031®]
(()02T1SBTqOIqTF I0opBIIBK

sodTI23tIed soAlsu sop 0BIBID
-U2I93Tp BU TeIdU93l0od 0DTFIdadse opedaey

BPBTIIISO BINJBTNISNU
op 0B5BIDULISITP ®BU 02TFIdodss I0peOIBRY

TRTT930pUS IBTNTAD
oederoud193Tp ® ®Bied 00TFId9dso Jopedivl

SBWODIBS SOP
oededTyTssed eu Jepnle wapod sodrj sotraep

SBUIODIBS 9P op
-BpoTIBA BIIB] BUNU djuUsWIdABA0Id 93UdSOI]

S sewodies sund(e we ossaxdxyg

BUTTBOTR © BPIDE 9SBIRISO4
osedrT euIrejoxdodrn

BUTZOSTT

oseuadeyro)

SYIWIZNH

BOTUITOTIW BOTSEBQ BUILIO0X]
BUTQOTSOTK

ITIA 103®g

ousdeto)

BUT3D0UOXQT

OTTWIS-BUTINSUT OJUSWIDSIID 9p 103e]

SVYNIH10Ud

SOTYY.LNHIWOD

ONED LNV

(z86T ‘syooug ep ‘oped

-13Ipow) sorou sojxed op Sarouny Sop SODTUSFTIUR $93UTNITISU0D sTedIdUTI] -¢'I VIHAVL



47

sopng

Sso soxotTew op opuapuadep ‘TeIduszod SPEBPIT
TIn op ‘soxe(niaed sodrl solTInuW WS 23USSIIJ

saoleInToed sodrl SO1TNW WS 81USSI]

IBTnosSnu
OB3BTOUSIDFTIP e eaed ouﬂwmuommo IOPEBIIBN

OBSTATP W SBINT9D 9p @ (;)Tewurnbuasau

OB3BTIDUSIIFTIP e eaied 0d>1FIDadse I0pEIIBN

Terre3tdsoTw @ TeTrTe3zTds
0B5BTOUIIAITP e evied odryrooadse Jopedael

BOTJIDOTISTY OBSBIDUSISFIP
ap sodr3 soju1ed eied 0d13Idedse J1opedaBl

SRWODIBS SO0JI93D WD 23U9S9dI]

BUT33B-%

o PUTWBTIJF ‘vUIleIonbsa ‘rvuIInNgn]
BUISOTW & BUTIDY

BUTWS (]

BPUTJUSWT A

rutleIanbaig

SOLNTFWVTIAO0UDIN

eursdrajoturnbriuy-1»

w:Hmmepﬂgc<|Ha

SODILYNWIZNT SHUOUOHINI

SOTUYLNIWOD

ONIDI.LNV

oedenutiuo) - (78T ‘SAOOYE 9p ‘oped
-TJTpour) safou sajied op solouni SOpP SOOTUSSTIUB SSJUINITISUOD stedroutad- ¢'I VTII4VL



48

pursdragoutnbraue 1o = 1oyly eursdriztaue 1o = Lyly OPEZTTESL OBN - UN (4)

0 0 0 3 86T ‘UOTqPUTY
0 0 0 v 7861 ‘4AeInog np BWODIBSSOTWOTAT
0 0 0 4 Z86T ‘UOTqpuUIY _
0 0 0 T 7861 ‘Aevinog np BUWODIELSSOTWOPPRY
796T ‘UOTQPUTY :

0 0 0 ¢ 7861 ‘ALeinog np euwodxessodt
0 1 T % Z8GT ‘UOTqPUTY .
0 0 0 4 7861 ‘AeTnog np BUODIBSSOXQT

g 7861 ‘Fyiopdang
0 UN AN NN j 7861 ‘4Aeinog np BWOXQTFOIBULID(
¢ ¢ ¢ ¥ Z86T ‘uoTqpury
0 IN AN S 1861 ‘JFaopdang
0 ¢ ¢ 9 72861 ‘Aernog np BUODIBSSOIQIFOJRUIA(
0 0 s, 5 70 oproxTu odryp
T0 20 0 50 owxoytsnFy odry,
€0 A 81 _ &4 ootFaowoaTd odrp

. 7861 ‘uorqputy
0 AN LUN 50 1861 ‘Fropdang
UN 80 AN 60 7861 ‘syooag
€0 €2 o7 ¥ 7861 ‘Aernog np BWOJLTDO0TISTYOIQTY
BUTZOSTT 1ov1ly 1vly  sopepnise
0583 U 1o03ny 0o1T8g703sTy odr]

SoAT1TSsod SO0SBD U

$01031NB SOSISATP opundoas ‘soueuny sofow sozaed op SsewOD
IBS SOIINO WO © SODTITIOTISTYOIGIF Solouny Wd BWIZOSTIT @ eursdrijournbry
ue 1o ‘eursdraztiue o opuesn oseprxoxedounwt exed oe3eI0TOD 9P SOPBIT[NSAY - p°I VIIAVL



49

vés de microscopia eletronica e cultura de tecidos,postulam que
nos FHM as células histiociticas-simile, fibroblasticas-simile
e as intermediarias, derivam todas de c&lulas primitivas mesen
quimais indiferenciadas(FU et al., 1975). Qutros pesquisadores
tem corroborado Cbm estes achados (TAXY § BATTIFORA,1977; LAGA
CE et al., 1979; ENJOJI et al., 1980).

IWASAKI e colaboradores, mais recentemente, demons
traram que nos FHM tanto as células fibrobldsticas-simile como
as>histiociticas-simile, apresentam marcadores funcionais de
histidcitos assim como fagocitam eritrdcitos opsonizados.Por
tanto, as células fibroblasticas-simile podem ser interpreta-
das como "fibroblastos facultativos'" derivados de células his-
tiociticas-simile que,possivelmente,apresentam uma intima rela
cdo com macrofagos residentes. Entretanto, para estes pesquisa
dores, € também possivel que, fibroblastos neopldsicos possam
comportar-se como "histidcitos facultativos", em condigdes a-
propriadas, ja que alguns estudos tém demonstrado receptores
Fc, receptores C; e/ou enzimas lisossomais em varios tipos de
células, tais como: fibroblastos humanos infectados por virus,
fibroblastos humanos diploides e células neopldsicas  humanas

de origem nao fagocitica (IWASAKI et al., 1982).

Tres classeé de estruturas filamentosas sao encon-
tradas na maioria das células dos vertebrados: i) microfilamen
tos contendo actina; ii) microtdbulos contendo tubulina, e
iii) filamentos de tamanho intermediério,‘com 7 a 11lnm de dia-

metro (LAZARIDES, 1980). Células mesenquimais, a maioria das
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células vasculares dos misculos lisos e algumas cé&lulas que
crescem em cultura, contém filamentos intermedidrios indistin-
guiveis pela microscopia eletronica e pela difragﬁo com Raio
X, os quais sdo compostos por apenas uma proteina chamada Vi-

mentina (GABBIANI et al., 1981).

Tem-se proposto que, em geral, as caracteristicas
imunolégicas de filamentos intermediarios de células tumorais
sdo as mesmas presentes nos seus tecidos de origem e que, por
conseguinte, durante a transformagao neoplasica nao ha maiores
alteracdes na sintese de proteinas filamentosas do tipo inter
mediario quando comparada com os tecidos normais (GABBIANI et
él., 1981). Portanto, a utilizagao, na presente investigacgao,
da Vimentina, cuja positividade na reacao imunohistoquimica as
segura a diferenciagdao mesenquimal de algumas c€lulas tumo -
rais, sugere fortemente a origem dos fibrohistiocitomas a par
tir de uma célula primitiva mesenquimal ,conforme o postulado

discutido nos paragrafos anteriores.



CAPITULO 2

ESTUDO DA CINETICA DE CRESCIMENTO DO TUMOR TEGS-2047" USANDO

UM BLOQUEADOR DE MITOSE (Vincristina)



2.1 - INTRODUCKO
2.1.1 - Introdugdo a cinética celular

A vida e a perpetuacao da espécie animal e vegetél
sao mantidas gracas @ proliferacdao de células. A vida & manti
da por processos dindmicos e a maioria dos tecidos dos orga-
nismos multicelulares sofre consideravel renovacaoc da popula
cao celular. Células siao constantemente produzidas por divi-

sao e perdidas na populacdo por morte ou migracgido.

A proliferacgdo, a migragdo, a diferenciacido e a per
da de células que ocorrem em tecidos normais e patoldgicos,
sao processos que podem ser avaliados pelos estudos de cingti
ca celular, usando técnicas desenvolvidas para essa finalida
de, o que tem acrescentado muito ao conhecimento do mecanismo

patogenético de diversas doencas.

Os principais marcos na historia do estudo da proli
feragao celular foram: as descrigOes pioneira das principais
fases do periodo intermitdtico, realizadas por HOWARD § PELC,
em 1953; o desenvolvimento da timidina tritiada por TAYLOR,
WOODS & HUGHES, em 1957 e sua primeira aplicacgao no estudo de
populacgoes celuléres Yiw ivoe", realiiada por QUASTLER § SHER

MAN, em 1959.

Dl
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Ao longo dos anos, os conhecimentos pratico e ted-

‘rico da cinética celular tém sido quase que exclusivamente de -

pendentes de pesquisas em animais de laboratdorio. Nesse senti
do, o epitélio do intestino delgado € um dos tecidos que mais
tem atraido pesquisadores para o estudo da proliferagdo celu
lar (CAIRNIE et al., 1965a, 1965b; AHERNE et al.} 1977 ;WRIGHT
gt al oo 1972, 1973; WRIGHT, 1980; ZUCOLOTO, 1982; ~CIPRIANO,
1984; ZUCOLOTO et al., 1985). Entretanto, o estudo da cinéti
ca celular em tumores experimentais tem aumentado muito nos
Gltimos anos, o que tem permitidé um melhor conhecimento do
comportamento proliferativo e padrao de crescimento de diversas
nepplasias,bem,como,suas alteracoes em exposicao a drogas ci-
totoxicas (MENDELSOHN et al., 1960; BASERGA & KISIELESKI, 1962;
BERTALANFFY § LAU, 1962; REISKIN & MENDELSON, 1964; LAIRD,
1964, 1965; FRINDEL et al., 1967; STEEL & HANES, 1969; 1971 ;
TANNOCK, 1968, 1969, 1970; SIMPSON-HERREN et al., 1968; 1973,
McCREDIE et al., 1971; LALA, 1972Z; STEEL, 1977; CAMPLEJOHN,

1980; KLEIN, 1980; FEAUX DE LACROIX et al., 1981, 1984).

Os poucos estudos de citocinética no homem tém sido
realizados em individuos com neoplasias, em cultura de teci-
dos e em alguns delineamentos efperimentais que fornecem da-
dos indiretos, como é o caso do efeito de substincias como:
horm6nios,vsobrecarga.de gluten, etc., seguidos . de bidpsias
(PAINTER § DREW, 1959; BRUNSEN et al., 1966, 1968; STEEL & LA

MERTON, 1966; SHIRAKAWA et al.,1970; TRIER & BROWING, 1970;
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 YOUNG § DE VITA, 1970; IVERSON et al., 1974; MUGGIA et al.,
1974 ; MURPHY et al., 1975).

.

2.1.2 — Ciclo celular

Ciclo celular € o termo wusado para descrever o pe-
riodo entre uma mitose e a proxima, em uma ou ambas as célu-
las filhas. E caracterizado por uma sequéncia de eventos clas

sicamente agrupados em 4 fases: G o periodo entre a mitose

1’
e o inicio da sintese de DNA; S, o periodo da sintese de DNA;

G,, o periodo entre o término da sintese de DNA e a mitose, e

2
M, mitose propriamente dita (HOWARD § PELC, 1953) (Fig. 2.1).

2.1.2.1 - Mitose

E o processo de separacgao fisica dos cromossomos em
duas novas c&lulas. As diferentes subfases da fase mitdtica
podem‘ser reconhecidas por algumas caracteristicas morfologi-
cas: a +profase & caracterizada pelo condensamento da cromati
na nuclear e pelo desparecimento da membrana nuclear; a meta-
fase & marcada pela formacao dos cromossomos e pelo seu arran
jo no plano equatorial da célula; na andfase ha separagao das
cromatides e se inicia o movimento das mesmas para oS polos
opostos da célula; na teldfase hd o reaparecimento da membra
na nuclear e o nicleo é formado por granulos dispersos; a mi-

- . - o
tose se completa com a citocinese, surgindo, entao, duas celu
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COMPARTIMENTO Q"
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n

FIGURA 2.1 - Fases da divisao celular mostrando que a popula-
cao celular € composta de células em prolifera-
cao (P) e células ndo proliferativas (Q). Note-se
que células em Go podem voltar a circular a par
tir de G1 (modificado de AHERNE et al, 1977).
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las filhas., O inicio da prdfase e o término da teldfase sdo

dificies de serem reconhecidos (MAZIA, 1961; THOMAS, 1974).

B

Pela dificuldade na identificagao nos extremos da mitose usa
se contar células em mitose nas subfases, metafase e anafa-
Se.

Em CondigSes normais o processo de segregagdao cro-
mossomica, uma vez iniciado, caminha até o final do ciclo ce
lular. Ocasionalmente, a cariocinese pode éer compléta e nao
€ acompanhada de citocinese, levando a formacdo de células

multinucleadas, tanto em tecidos normais como em tecidos neo

plasicos (LALA, 1971),
-2.1.2.2 - Fase Gy

Também chamada de fase pré-sintese de DNA, tem um
tempo de duragdo extremamente variiavel sendo a fase mais sen-

sivel ds alteracles ambientais (QUASTLER & SHERMAN, 1959:

2

CA-
MERON § GREULICH, 1963). A atividade bioquimica essencial des
sa fase & marcada pelo inicio da sintese do DNA, RNA e protei
nas (BASERGA, 1968). Pode, essa fase ser considerada como de
controle celular em que a atividade de pré-sintese pode, ou
nao,ocorrer, ou mesmo determinar se a célula entra em periocdo
de laténcia ou continua a replicacgdo. Em algumas células, 0
controle do ciclo pode-se fazer na Fase G, (GELFANT, 1962,
1963, 1966).
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2,1.2.3 - Fase S

Essa é a fase de sintese do DNA, durante a qual os
cromossomos duplicam o seu conteldo. E nessa fase que se da
‘a incorporacgao de isStopos radiativos (e.g. a timidina marca-
da),quando estes entram na sintese ‘do DNA. Este fendmeno de
incorporagdo & extremamente importante nas estimativas dos di
versos tempos das fases do ciclo celular. O tempo de duragﬁo
dessa fase & de 6 a 8 horas nas células dos mémiferos
(TRANSHER & GREAULICH, 1965a; 196ﬂ£ Tem-se referido que a sin
tese de proteinas pela célula € um pré-requisito importante
para a sintese do DNA de forma que, ao bloquea-la, ocorre pa-

‘rada da sintese de DNA (BASERGA, 1968; PRESCOTT, 1968).
24Y.2.4 < Fase G2

E também chamada de fase pds sintese de DNA e tem
seu inicio marcado pelo término da sintese de DNA. Nenhum e- .
vento bioquimico especifico & detectado nessa fase. Todavia,
sabe-se que as sinteses de RNA e proteinas sao essenciais pa
ra o inicio da mitose. Hi evidéncias de que algumas cé&lulas
do organismo entram em repouso proliferativo na Fase GZ’ indi
cando a existéncia de um ponto transicional especifico nesta
fase. Outros investigadores sao adeptos da hipétese das Calo
nas, controladoras do crescimento celular, que atuariam nesse

periodo do ciclo celular (BULLOUGH, 1965).
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2.1.2.5 - Sub-periodo Go

O conceito de que c€lulas normais, numa alternativa
d proliferacao, podem deixar o ciclo e tornarem-se latentes
por periodos de tempo prolongados, foi introduzido inicialmen
te por LAJTHA em 1963, Ele designou esse estado de répouso
de Go e propos que nesta fase as c€lulas mantinham as -suas po
tencialidades,podendo, sob condigoes apropriadas, voltar ao éi
clo proliferativo. Acrescenta ainda que, as células entrariam
em Go deixando o ciclo a partir dé periodo Gy- Subéequentemeg
te demonstrou-se a exiéténcia de células Go latentes deixando
o Ciclbla partir de G,, porém,representando uma proporgdo mui
to pequena do total de cé€lulas Gé. (GELFANT 1966).Exemplos ti
picos de populacao Go induzida a reentrar no ciclo celular
sdo os tecidos da prostata e vesicula seminal de animais cas-
trados e tratados com testosterona (MORLEY et al., 1973; APLE
TON et al., 1973). Na porgao basal da cripta de LIEBERKUHN ha
células em Go, que deixam o ciclo celular na Fase G, (CAIRNIE
et al., 1965a; 1965b;.WRIGHT et al., 1972) e/ou na G2 (CLAR-
KE, 1973). A maioria das células hepaticas esta: normalmente
em Go e podem Teciclar se parte do figado € removida (FUJIO

KA et al., 1963).
2.1.3 - Fase de distribuigdo do ciclo celular

Na analise do ciclo celular € muito importante co-
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nhecer o tipo da fase de distribuigao de uma pOpulagéd de cé-
lulas vivas, visto que, em cada distribuicao wusam-se modelos
matematicos diferentes para expressia-la. Em geral, dois tipos
de distribuicdo sao Uteis para o entendimento de proliferagio
celular: a distribuicdo em equilibrio dinamico e a distribui
cao exponencial. Na primeira, a taxa de células perdidas por
migracao ou por morte € igual 2 taxa de células produzidas
num determinado compartimento. Sob estas condigbes, o nﬁmefo
de células numa fase & proporcional a duragao da mesma forman
do um diagrama de distribuigao retangular (Fig. 2.2). Na dis
tribuicdo exponencial o numero total de cé&lulas né populacao
aumenta de forma exponencial, sendo necessario que todas as
células estejam proliferando ao mesmo tempo e que nao haja cé
lula perdida na populacao (Fig. 2.2). O verdadeiro crescimen-
to exponencial € fenomeno raro em biologia e pode  acontecer
nas células em cultura, e no inicio do crescimento tumoral

(LALA, 1971).
2.1.4 - Cinetica tumoral

A taxa com que um tumor cresce € um dado muito im-
portante em oncologia, jd que € através dela que se tem idéia
do tempo que uma lesao leva para alcangar o horizonte clini-
co. Quando medidas clinicas sd@o possiveis, o periodo de atra
so com que Os tumores se apresentam clinicamente, por si so

ja limita o tempo de medida das lesoes. Dessa forma, os esta
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FIGURA 2.2 - Fases de distribuigéb no ciclo celular: condigao
no estado de equilibrio dinamico (acima), compa-

rado com a condigao exponencial (abaixo).
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gios iniciais de crescimento dos tumores sd podem ser mensura
dos aplicando-se uma equagao tedrica. Em tumores experimen-
‘tais, entretanto, tais dificuldades desaparecem, pois pode-
se obter medidas das lesdOes desde a introdugdo do indculo tu

moral até a morte do animal provocada pelo tumor.

O conhecimento da cinética da populagido celular em
neoplasias humanas €, em Gltima andlise, o objetivo final dos
oncologistas, ja que através dele pode-se, de uma certa for-
ma, prever a resposta tumoral a um determinado tratamento ra
dio e/ou quimioterépicq (STEEL, 1977). No entanto, uma série
de dificuldades tem liﬁitado o estudo cinético de tumores hu-
manos. Questdoes relacionadas & €tica médica, como a ndo per-
missao de exposigao dos pacientes a injegSes sistémicas de
timidina tritiada e.o atraso em se obter os resultados des
ses estudos (6 a 8 semanas), sao os pontos mais referidos pe-
los pesquisadores (AHERNE et al., 1977). Apesar desses argu-
mentos, vériés investigadores, utilizando técnicas alternati-
bvas como o bloqueio de mitoses, tem realizado estudos cinéti-
cos em alguns tumores humanos selecionados: carcinonomas esca
mosOs da orofaringe (REFSUN § BERDAL, 1967; MEYER §& DONALD-
SON, 1969), carcinomas de bexiga (FULKER, COOPER § TANAKA
1971), nefroblastOmas (AHERNE & BULK, 1971), carcinomas de re

to (CAMPLEJOHN, BONE § AHERNE, 1973), entre outros.

Os estudos de cinética celular realizados em muitos
tumores experimentais, entretanto, tem permitido uma melhor

compreensdao do comportamento proliferativo e do padrao de
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crescimento de diversas neoplasias, bem como as alterag6é$
destas frente a drogas citotoxicas. Nesse sentido varios sdo
0s tumores experimentais cujo comportamento cinético ja tem
sido bem estabelecido: fibrossarcoma (BICR/AZ) de rato (FIN-
KEL et al., 1961), fibrossarcoma (NCTC 2472) de camundongo,
fibroadenoma (BICR/A8) de rato (STEEL, 1977), osteossércoma

Aprimério (BICR/AS) de rato (STEEL,<1977), carcinoma 256 delr
Waiker em rato (McCREDIE et al., 1965), sarcoma KHJJ e BMTé
de camundongo (ROCKWELL & KALLMAN, 1976), carcinoma mamario
C3H de camundongo (McCREDIE et al., 1965), adenocarcinoma ma-
mdrio de rato induzido por DMBA (DURBIN et al., 1967), carci
noma solido de EHRLICH em camundongo (TANNOCK, 1969), rabdo—
miossarcoma.(BA 1112) de rato (HERMENS § BARENDSEN, 1967), me

lanoma B16 em camundongo (STEEL, 1977), entre outros.

Entretanto n3ao hd na literatura registro de estu-
dos cinéticos em tumores de natureza fibrohistiocitica, uma
vez que, como foi visto no primeiro capitulo, a descrigéo des

ses tumores € um fato recente.

2.1.4.1 - Definic3o de alguns parametros utilizados no estudo

de cinética tumoral
2.1.4.1.1 - Tempo do ciclo celular

0 tempo do ciclo celular (Tc) € o tempo gasto para

uma célula atravessar todas as. fases do mesmo. A taxa de pro-
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dugao celular nos tecidos & dependente de alteragdes no tempo
do ciclo celular (AHERNE et al., 1977).

.

2.1.4.1.2 - Indice mitotico

O indice mitotico (IM) representa a fracdo de célu-
las em mitose num dado tempo. Quando a populac@o celular se
distribui num estado de equilibrio dinamico, o M pode ser
representado pela equacao (AHERNE et al., 1977):

NM = nimero de células em mito-
se

IM=_NMM - TM NC = nimero total de células
"TNC U i o4

TM = tempo de mitose

TC = tempo do ciclo celular
2.1.4.1.3 - Fragao de crescimento

A frégéb de crescimento (QF)'representa a quahtidg
de de células que estd proliferando em uma dada populagdo ce
lular, em relagao ao total de células desta populacdo. E mui
tas vezes definida como indice proliferétivo (IP) e, neste ca
so, pode ser expressa da seguinte maneira (AHERNE et als,’

1977):

IP = indice proliferativo
N N = nimero de células em proli
feragao

NC = n® total de células da po-
-pulacgao
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2.1.4.1.4 -"Taxa média de nascimento ou taxa de prddugéo ce

lular (KB)

A taxa média de nascimento & a quantidade de novas
células produzidas num determinado periodo, podendo ser calcu

lada como se segue (AHERNE et al;, 1977):

Kp = _%%_, em condigoes de equilibrio dinamico
ou
K, = bn (1 + IP) ., condigbes de crescimento ex

B RE . &
. ponencial

Segundo STEEL (1977) a Ky pode ser expressa como
"novas células por célula por hora, ou seja,o tempo aparente
requerido para uma populagdo celular duplicar o niimero, poden

do ser expressa assim:

K = il y d (O e q - e~ .
B T gy ©M condigoes de equilibrio dinamico
ou |
K, = _In2 ~ op condicdes de crescimento exponen-
B Te {a) i :
€ial

Tc (a) = tempo do ciclo celular aparente, o qual &

igual ao tempo do ciclo celular quando a

fragdo de crescimento (GF) & igual a unida
de e igual ao tempo de'duplicagéo real (TD),
se- nao houver perda celular. E também cha-
mado tempo de duplicagdo celular aparente

(Tpp)
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2.1.4.1.5 - Taxa de crescimento

A taxa de crescimento (KG) representa a taxa de au

mento no numero de células de uma populagdo e,como a Kg, € ex
pressa como 'mnovas células por célula por hora'. Na ausencia
de perda celular, a KG € KB sao 1guais. Se a perda celular
estda ocorrendo, a KG sera menor que a KB e a discrepancia en-

tre as duas € uma medida da perda celular (KL) (AHERNE et
8l., 1977)¢

A Kg também pode ser estimada pelo método da tangen
te (AHERNE et al., 1977), a partir-das  curvas de crescimento

do tumor.
2.1.4.1.6 - Tempo de duplicacao da populacao

Un parametro geralmente usado na cinética do cresci
mento tumoral & o tempo real de duplicagio da populacido (TD).
Em condigOoes de crescimento exponencial, o TD pode ser rela-
cionado com a taxa de crescimento (AHERNE et al.,1977; STEEL,

1977):
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2.1.4.1.7 - Tndice de perda celular

A perda celular S.gefalmente expressa como uma fra
cao percentual do total de células nascidas por unidade de
tempo. O indice de perda celular pode ser simbolizado por ]
(STEEL, 1978) e donota a magnitudé da.perda celular, podendo

ser calculado como se segue:

¢ = I\L = Tc (a)
K il

B D
2.1.5 - Objetivos

O presente capitulo teve como objetivos:

1) Avaliar o comportamento cinético do tumor TEGS-
2047, uma neoplasia espontanea, transplantavel € conforme o

estudo anterior, de natureza fibrohistiocitica;

2) Comparar os resultados com os obtidos com outros
tumores, principalmente aqueles de partes moles, descritos na

literatura; e, finalmente;

3) Discutir as possiveis causas que levam ao decli-
nio do crescimento no tumor, algum tempo apds o transplante,

fato este bastante polemico na literatura.



: 2.2 - MATERIAL
2.2:1 - Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus .norvegicus)
variedade Wistar, de ambos os sexos, com peso médio de 120
gramas, com 30 a 50 dias de nascidos, provenientes da Colonia
do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia - da
UFC. Todos os ratos foram mantidos em gaiolas de plastico,.com
grade de arame de aco inoxidavel na parte superior recebendo

dgua 'ad libitum" e ragao balanceada Coelhex - CBR.
2.2,2 - Solucoes fisiologicas

Ringer com lactato de sddio, Quimica  Farmacéutica
Gaspar Viana: NaCl 6g; KC1 0,39g; CaCl,H,0 0,2g; lactato de -

s6dio 3,lg (concentragao por litro).

Solucdo de cloreto de sddio 0,9%, Quimica Farmaceu

tica Gaspar Viana.
2.2.3 - Drogas, reagentes e corantes

- Kcido acético glacial (Reagen)

- Klcool absoluto (Merck)

66
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- Azul de Trypan (Sigma Chemical Co.)

- Cloranfenicol (Sintomicetina - Laboratério Lepe
tit) |

- Cloroformio (Merck)

- Eosina (Merck)

- Formaldeido (Herzog - sol. a 10%)

‘.- Hematoxilina (Merck)

- Sulfato de vincristina (Oncovin - Laboratorio Eli

Lilly)

- Tripsina (Worthingten Biochemical Corp. Peptides)
2.2.4 - Aparelhagem

- Autoclave Fabber

-~ Balanca Mettler modelo Py

- Calculadora SHARP EL-540

- Estufa de secagem e esterilizagao, IANEM - modelo
315 SE

- Microscopio binocular Zeiss acoplado com camera
fotografica Zeiss e ocular integradora Zeiss KPL

- Microtomo Spencer 820
2.2.5 - Materiais diversos

- Agulhas hipodérmicas 25-7, BD

- Laminas e laminulas

UNIVERSICADE Fi50RAL DO CEARA
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Luvas cirlUrgicas

Material cirﬁrgico: pingcas, bisturi, tesoura, tro
carter, fios de algodao

Parafina para preparagao histongicag QUEEL
Placas de Petri do tipo bacteriolégico, PYREX

Seringas de 1, 3, 5 e 20cc, BD



. ' - 2.3 - METODOS
2.3.1 - Uso do bloqueador de mitose

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, inocula-
dos com o tumor TEGS-2047,de acordo com a descrigéo feita no
capitulo anterior (item 1.3.1).0s animais foram divididos em
8 subgrupos de 5, os quais eram identificados de
acordo com o seguinte codigo: ODA (apice da orelha direita);
OEA (apice da orelha esquerda); OEB (base da orelha esquer-

da); SM (sem marca)e ODB (base da orelha direita).

Todos os animais foram acompanhados por 27 dias,sen
do pesados de 3 em 3 dias e os diametros maiores e . menores
dos seus respectivos tumores mensurados com paquimetro, para

calculo dos volumes tumorais.

Os animais foram estudados no 99, 18° e 27° dias a-
pos o indculo tumoral. Em cada um dos dias experimentais, 10
énimais escolhidos ao acaso entre os 8 subgrupos, foram ino-
culados por via intraperitoneal com lmg de sulfato de vincris
tina por quilo de peso corporal, sendo que tais injegoes eram
sempre realizadas d@s 9 horas da manha. Apos trinta minutos da
ihjegéo de vincristina, foi iniciado o sacrificio dos animais
em intervalos de 15 minutos, durante 2 horas e 45 minutos,tem

po em que ha boa correlagao entre o acumulo de mitoses e o

69
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tempo de agao da vincristina (WRIGHT et al., 1972; WRIGHT,
1980).

Apos o sacrificio dos animais por deslocamento da

coluna cervical seus respectivos tumores foram excisados, men
- - —

surados com paquimetro e pesados, sendo 4 amostras de regioes

distintas retiradas para processamento do indice mitdtico.

As amostras tumorais foram rotineiramente fixadas
em fluido de Carnoy (60% de dlcool absoluto; 30% de clorofér-
mio e 10% de acido acético glacial) durante 5 horas e, depois
estocadas em alcool a 70%, Apos inclusd@o em parafina, cortes
de 5 micrometros (5um) foram obtidos e corados com hematoxili

na e eosina (HE).
2.3.2 - Volumes tumorais e curva de crescimento

Para os calculos dos volumes tumorais usou-se o pro
cedimento descrito por STEEL, 1977, no qual os diametros maio
res (D) e menores (d) correspondentes, respectivamente, aos
comprimentos e larguras dos tumores sao medidos, sendo a es-
pessura desprezada. Sendo assim, os volumes tumorais (em cms)

foram calculados pela seguinte fdormula:

. _
v=1D é (d7) , considerando I = 3

Em seguida, a curva de crescimento do tumor foi pre
parada, plotando-se, em escala semilogaritmica, os volumes tu

morais contra o tempo apds o transplante do tumor.
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2.3.3 - Taxa de crescimento

A taxa de crescimento do tumor (K para cada um

Q)
dos dias experimentados foi calculada a partir da sua curva
de crescimento, obtida conforme descrig¢do anterior, utilizan-
do-se o método da tangente. Desse modo, a declividade da cur-
va correspondente a cada dia experimental forneceu a taxa
de crescimento através do calculo da tangente em cada ponfo

desejado, levando-se em consideracao a diferenca dos volumes

tumorais expressos em logaritmo.
2.3.4 - Taxa de produgao celular

A taxa de produgao celular (Kg) foi calculada a par
tir do Indice mitdtico acumulado por hora, utilizando-se cor-
tes semiseriados de 5um de espessura, provindos de fragmentos
de tumores incluidos em parafina. Avaliou-se o indice mitoti-
co (IM) do tumorAﬁos 10 animais de cada grupo experiméntal,mg

diante a seguinte formula:

I

iM = _NM x 100, NM = nimero de células em mitose

NC

numero total de células

NC

A contagem das cé€lulas tumorais foi realizada atra
vés da microscopia Optica com objetiva NEOFLUAR CARL ZEISS 63
XX, adaptando-se ao microscopio uma ocular integradora (ZEISS
KPL)com tela de 100 pontos (Fig. 2.3). Os limites externos

desta tela definem um quadrilidtero de area fixa que foi adota

[ myigrpainga;g i i1 0N
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do como unidade de campo.

Na determinagao do nimero minimo de campos necessa
Tios para a estimativa do indice mitStico, utilizou-se a téc-
nica da média acumulada (WILLIAMS, 1977). Para tanto, usando
cortes semiseriados de tumores de um animal de cada grupo, fo
ram contadas células tumorais em fase mitdtica e em fase nio
mitotica (Fig. 2.4); num total de 100 campos sucessivos. A se
guir foram verificados os valores da média acumulada a caaa
10 campos, até obter-se a média dos 100 campos, cujo calor
correspondeu‘a 100%. Apds verificar o valor de cada média acu
mulada correspondente ao estimado para os 100 campos, pode-se
determinar que as mesmas se estabilizaram aproximadamente a-
pOs 60 campos, com variagao de 10% (Fig. 2.5). Portanto, 60
foi o nlimero de campos escolhido para a contagem de células
nos demais animais. Os valores numéricos dos dados obtidos es

tao registrados na Tabela II.1.

O indice mitOtico acumulado foi entd3o plotado con-
tra o tempo apos injec@o de vincristina. A declividade obtida
(B) na analise da linha de regressao forneceu a taxa de produ

gao celular do tumor (KB), para cada grupo experimental.
2.3.5 - Taxa de perda celular e indice de perda celular
A taxa de perda celular do tumor (K;) foi calcula

da, a partir do conhecimento das taxas de crescimento '(KG) e

de produgao celular (KB), utilizando-se a seguinte formula
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FIGURA 2.3 - Esquema da ocular integradora de 100 pontos Zeiss
KpL 10XX '

FIGURA 2.4 - Aspecto tumoral apds bloqueio com vincristina. Ob
A serve células tumorais em fase mitdtica (setas) ;
" fase n3ao mitotica. O material foi incluido em pa

rafina e corado em H.E. (600XX).
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FIGURA 2.5 - Indice mitdtico acumulado de um animal de cada gru
po experimental (9° dia-A; 18° dia-B e 279 dia-C.
Note-se que foram lidos 100 campos;as médias se es-
tabilizaram em 60 com variacao de 10%. Portanto
este foi o n® de campos escolhido para a determi
nacdo dos indices mitoticos dos demais animais.
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TABELA II-1- Valores dos indices mitdticos (médias acumuladas)

de uma lamina de cada grupo

experimental
estimativa do numero de campos minimos necessiri-

os. Observe-se que foram lidos 100 campos

N¢ de campos

observados

Indice mitdotico acumulado

9¢ dia (%)

18° dia (%)

27° dia (%)

para

-10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

11,52(120,2
10,52(109,8)
9,77(101,9)
9,85(103,6)
9,83(102,6)
1 9,67(100,9)
9,96(103,9)
9,89(103,2)
9,71(101,3)
9,78(100,0)

9,56(100,4)

12,19(128,0)
11,22(117,8)
10,14 (106,5)
10,43(109,5)
9,89(103,8)
9,93(104,3)
9,76(102,5)
9,61(100,9)
9,52(100,0)

5,69 (89,6)
6,23 (98,1)
6 24 (98,2)
6,17 (97,1)
6,12 (96,3)
6,04 (95,1)
6,37(100,3)
6,07 (95,5)
6,44 (101,4)
6,35(100,0)
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(AHERNE et al., 1977):

O Indice de perda celular (g) foi determinado como

se segue (STEEL, 1978):

2.3.6 - Tempo potencial de duplicacao

O tempo potencial de duplicacao (T ou tempo apa

pp)
rente do ciclo celular (Tc(a)), foi calculado assumindo-se um
crescimento exponencial do tumor e de acordo com a formula
(STEEL, 1977):

' e En. 2
O L

2.3.7 - Tempo de duplicagao da populacao
O tempo de duplicag@o da populagao (Tp) foi determi

nado assumindo-se um crescimento exponencial do tumor e de a-

cordo com a formula (STEEL, 1977):

2.3.8 - Analise estatistica

Na avaliacao dos volumes tumorais calcularam-se a
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média + erro padrdo da média (SNEDECOR & COCHRAN, 1973.

Na determinagdo do nimero minimo de campos necessia
rios para a estimativa do indice mitético, utilizou-se a téc-

nica da média acumulada (WILLIAMS, 1977).

Na anidlise das taxas de produc@o celular utilizou-
se o teste do paralelismo entre 2 retas através de compara-
coes entre linhas de regressao dos grupos I (9° dia) e I11

(27° dia) (BROWNLEE, 1960; SNEDECOR & COCHRAN, 1973).



# 2.4 - RESULTADOS
2.4.1 - Crescimento do tumor e Indice de pega -

Em 33 dos 40 ratos transplantados, o tumor tornou-
se péipével no 3¢ dia apos a introdugdo do indculo  tumoral,
dando um 1Indice de pega de 82,5%. No 6° e 9° dias, o
fndice  de pega permaneceu o  mesmo. No 129, no entanto,
observou—se‘regresséo quase total de Z tumores, razao pela
qual passou-sé a ter um indice de pega menor (77,5%), o qual

permaneceu até o final do experimento (Tabela II.2).

. 0s tumores cresceram COmMO mMassas subcutaneas, ovoi-
des ou esféricas,de dimensoes bastante variaveis: no 9¢ dia, o
diametro maior variou de 1,0 a 3,6cm; no 18° dia de 2,3 a 5,8
cm e no 27° dia d§ 4,6 a 8,9cm. Os dados referentes aos volu-
mes médios, diametros maiores e menores e pesos dos tumores,
mensurados ao longo do experimente, encontram-se na Tabela
I1.2. Nota-se que, mesmo com um niimero considerivel de anima
is usados para cada média, os erros padrdes mostram valores
muito altos, particularmente nas Gltimas medidas, indicando
uma variacao considerdvel nas ;axas individuais de crescimen

to dos tumores.

A curva de crescimento do tumor TEGS-2047, mostrada

na Fig. 2.6, demonstra que,aparentemente,o volume tumoral au-
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TABELA II1.2 - Valores médios dos volumes, diametros e

79

pesos
observados no tumor TEGS-2047. Os dados dos vo-

lumes tumorais foram utilizados para a obtengio

*
da curva de crescimento do tumor( )

Dias apos

OREVET AT S =

Parametro observado

_ Volume Diametro Diametro Peso N° de
plante (cms) maior (cm) menor (cm) (9) Animais

3 0,647 1,53 0,918 - 35
+0,094 +0,505 0,27

6 £2.40 47 .33 - 21433 - 2
+0,336- . +0,618 +0,424

9 0,47 3,08 Al 5ty 0L ]
+0,932 £0,716 0,474 £0,378 33

L7 PS5 3,46 2,80 - 21
2672 +0,846 0. 573

15 19,56 4,08 3,096 - s
+2.27 +0,98 i0,637

18 37,46 4,98 3,87 17,8 21
£6,31 +1,06 +0,79 1,78

21 45,98 5 4,23 - 1k
+9,12 +1,28 +0,82

24 S4¥5T 5,96 4 B2
9852 +1 .32 +0.89

27 60,85 6,54 4,21 44 .3 11
+9,83 £1,42 . £0,815 27 .02

(*) Resultados expressos em média * erro padrao,
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~menta linearmente até 0 9° ou 10° dias; a partir desse ponto,
parece crescer exponencialmente até por volta  do 21¢ dia,
duando se nota uma marcada diminuigéo no crescimento, princi-
palmente depois do 24° dia. A curva de crescimento do tumor &
compativel com um padrdo que segue a funcdo de GOMPERTZ (STEEL,
1977). |

2.4.2 - Parametros cinéticos

Os dados cinéticos obtidos com o uso do bloqueador
de mitose (Vincristina) sao mostrados nas Figuras 2yt g 28

2.9 e nas Tabelas II.3, II.4 e II.S5.

2.4.2.1 - Taxa de produgao celular e tempo potencial de dupli-

.cagdo

No 9¢ dia,a taxa de producgdo celular(KB)foi de 0,0402
cels./cel/h (ou 40,2 cels./1000 cels./h). No 18° diaconstatou-se
uma queda da KB para 0,0288 cels./cel./h(ou 28,8 cels./1000
cels./h).Uma queda ainda maior na taxa de producido celular foi
observada no 27° dia,onde a Ky foi de 0,0222 cels./cel./h (ou
22,2 cels./1000 cels./h).As diferengaé entre os valores de KB
nao foram tao marcantes,embora tenha' se encontrado uma diferen
ca estatisticamente significativa(p<0,05)entre as KB dos dias

9 e 27.0s valores dos indices mitoticos(IM)para cada dia expe-

rimental (Tabela II.3) mostram claramente que ha uma diminui
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¢do da' taxa de entrada das células em mitose,a medida que o

tumor evolui, do 9° ao 279 dia.

.

Para cada periodo de tempo estudado, um bom grau de
linearidade foi obtido, nas linhas de regressio, o que pode
ser verificado pelos valores de r? sempre acima de 0,80

(Figuras 2.7, 2.8, 2.9 e Tabela 1I.4).

O tempo potencial de duplicacgao (TPD) para o 9°9,18¢
e 27°¢° dias_foi,r_espectivamente 0,718 dias (ou 31,22 horas) , ‘1,002'
dias (ou 24,06 horas) e 1,3 dias (ou 31,22 horas). Nota-se
que tais valores aumentam a medida que o tumor evolui, embora

a diferenca entre eles nao tenha sido consideravel.
2.4.2,2 - Taxa de crescimento e tempo de duplicagao real

As taxas de crescimento (KG) para os dias experimen
tais, 9,18 € 27, foram respectivamente 0,6617 cms/cms/dia (ou
0,0275 cms/cms/dia (ou 0,02275 cms/cms/hora), 0,28 33 cms/cms/
dia (ou 0,0118 cm3/cm>/hora) e 0,04205 cm3/cm®/dia (ou 0,00175
cms/cms/hora) e demonstram que hd uma diferenca consideravel
do crescimento tumoral,principalmente entre o 9° e o 27° dias

(Tabela II.S).

O tempo de duplicacao feal (Tp) da populagao tumo-
ral aumentdu consideravelmente (16 vezes) ,a medida que o tu
mor evoluiu, de forma que passou de 1,047 dias (ou 27,13 ho-
ras) no 9° dia,para 2,44 dias (ou 58,73 horas) no 18°¢ dia e,

depois,para 16,5 dias (ou 396,05 horas) no 27° dia apds o iné
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TABELA II.3 - Valores dos Indices mitdticos (%) em relacao ao

tempo de acao da Vincristina (min.) para cada

grupo experimental. Tais valores foram utiliza

dos no calculo das linhas de regressio

Tempo de agao

Indice mitotico (%)

da Vincristi- Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
na. (min.) (9¢ dia) (18¢ dia) (27 dia)
30 5455 4,08 2,67
45 5,94 6,11 " 2,10
60 7,88 6,37 1,88
75 0,05 7,84 2,75
90 9,78 9,52 6,35
105 11,80 10,73 675
120 : 8,93 9,60 5,35
135 15,50 10,36 6,08
150 13,57 8,94 6,76
165 15,93 12,28 6,18

TUNIVERSIZA0L [.otadl 0 CEARN |
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culo tumoral (Tabela II.S5).
2.4.2.3 - Perda celular

Os valores das taxas de perda celular (KL) e dos

indices de perda celular (g) encontram-se na Tabela II.5. Ob-

1

serva-se que ha um aumento significativo da perda celular
medida que o tumor se désenvolve-v Assim, no 9¢ dia (4=
0,3134) ,para cada 100 células nascidas,aproximadamente 32 sio
perdidas; no 18° dia (4 = 0;5902)' cerca de 60 células sao
perdidas e,no 27° dia (6 = 0,9139),0 tumor chega a perder qua
se 92 c€lulas para cada 100 produzidas. Nota-se,portanto, que
o aumento da perda celular, muito mais que a diminuicgao da
producdo celular, € um fator decisivo para a reducgao da taxa

de crescimento nos Ultimos dias de evolugdo do tumor,
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2.5 - DISCUSSAO
2.5.1 - Transplantabilidade e padrao de crescimento do tumor

PEYRILHE em 1773, ao transplantar, embora com insu-
cesso, tecidos neoﬁlésicos humanos para animais, abriu 6ampo
para estudos bioldgicos e terapéuticos em canterologia (STE-.
WART et al,, 1959). Entretanto,‘coube a CORNILL éﬁ iSéi,désL
crever a primeira experiencia bem sucedida de transplante de

cancer em animais experimentais.

A determinagdo da existencia de tumores_maligﬁos egi
pontaneos em animais, favoreceu o desenvolvimento de experien
cias que, a partir de entao, passaram a ser feitas entre ani
mais de uma mesma espécie de forma que alguns parametros como
idade, sexo e duragéo do implante, passaram a ser - controla

dos (OBERLING, 1961).

A aplicagao repetida de alcatrdao na orelha de coe-
lhos levou, pela primeira vez, & indugdo de um carcinoma por
dgente quimico (YAMAGIWA & ICHIKAWA, 1918).1Posteriormente a-
tribuiu-se ao benzopireno e dibenzoantraceno, componentes do
alcatrao, a agao carcinogenica deste Ultimo (SHIMKIN § TRIO-
CO, 1969). A partir dai uma grande variedade de agentes quimi
cos tem sido identificados como possuidores de agdo carcinogé

nica.

90



St

Algumas neoplasias espontaneas em animais, tais co
mo a leucemia bovina e de gatos, doenga de Marek em pintos, .
‘adenocarcinomas mamidrios de camundongos e outras, tem sido
relacionadas etiologicamente com virus como oncornavirus, pa-
povavirus, adenovirus e virus do grupo herpes (RAPP § O'CON-

NOR, /1982) .

As descobertas sobre a indugﬁo de neoplasias malig-
nas por virus ou agentes quimicos carcinogénicos, bem como a
possibilidade de transplante de tais tumores em laboratérios,
deram origem 3@ existencia, hoje, de uma grande variedade de
tumores. Estes, mantidos por transplantes sucessivos ou em
meios de cultura,tem permitido um maior nimero de estudos ex-

perimentais em oncologia.

A descrigao de tumores fibrohistiociticos esponta-
neos ou induzidos em animais experimentais, € um fato Trecen
te (YOMOTO § MORIMOTO, 1980; GREAVES et al., 1980, 1981,1985;
WARD et al., 1981; KONISH et al., 1982; KHAR, 1986). Por essa
razao tem-se dado importancia 5 criagao de modelos experimen-

tais de FHM em animais de laboratdrio (GREAVES, 1985).

No presente estudo, o tumor TRGS-2047 — definido
como um fibrohiStiocitoma maligno de ratos, conforme demons-
trado no capitulo 1 — mostrou um indice de pega em ratos Wis
tar jovens aceitavel (em torno de 80%) ao longo dos experimen
tos. Isso credencia o TEGS-2047 a fazer parte do extenso rol
de tumores experimentais atualmente disponiveis, além do fato

de, pelo seu padrdao histoldgico, recentemente descrito, - con-
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tribuir como modelo experimental estabelecido, para um maior

conhecimento dos fibrohistiocitomas malignos humanos.

»

A técnica de_transplante‘utilizada na presente in-
vestigacdo, estd, obviamente, distante da ideal, ja que ndo
sabemos a fracao de células viaveis e possivelmente férteis
que foram inoéuladas..Entretanto, as variagoes, embora consi-
deraveis, no crescimento individual dos thmores, refletidas
mos - valores dos volumes e pesos, nao sao maiores que | aquelas
descritas em outros experimentos onde se contou o nimero de
células viaveis injetadas (LALA, 1972; TANNOCK, 1968). Resul-
tados semelhantes aos do presente estudo, foram publicados p/

AHERNE et al (1977) com o Balbsarcoma de camundongos.

0 padrao de crescimento do tumor TEGS-2047, mostrou
se compativel com aquele obedecido pela fungao de GOMPERTZ. Nes
se sentido em muito se assemelha aos muitos outros tumores

de partes moles descritos na literatura (STEEL, 1977) (Figura
2.10).

2.5.2 - Cinetica de crescimento tumoral

A taxa de crescimento de um tumor geralmente dimi-
nui com o aumento do seu tamanho, provavelmente devido ao es
troma de suporte nao poder manter uma taxa de crescimento i-
gual 3 taxa mixima de proliferagdo das células do parenquima
(LAIRD, 1964; STEEL § LAMERTON, 1966). A maioria dos tumores

solidos experimentais que crescem nos tecidos subcutaneos,
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" Log VOLUME TUMORAL (cmP)

3

-3 Intervalo de 10 dias ey
1-TEGS-2047 5-Osteossarcoma primario
2-Adenofibroma (BICR/A) 6-Carcinoma espontdneo de mamalC3H)
3-Sarcoma(KHJJ) 7-Fibrossarcoma(NCTC 2472) '
4-Sarcoma (EMTB) 8-Carcinossarcoma 256 de Walker

FIGURA 2.10 - Comparacgao entre curvas de crescimento de 8 tumo
res experimentais, inclusive o estudado na pre-
sente pesquisa (TEGS-2047). Os dados foram plota
dos em escala semi-logaritmica. Observe o cresci
mento Gompertziano de todos os tumores (Adaptado
de STEEL, 1977).
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possui um. centro necrdtico mesmo nos estagios iniciais; o su

primento de sangue entra no tumor, portanto, de fora para den

%10 v (STEEL,+ 1982 )4

TANNOCK (1968, 1969), estudando um carcinoma mama-
rio transplantavel, o qual crescia seletivamente em volta de
vasos sanguineos, demdnstrou que a fracao de crescimento da
populacgao celulaf do tumor, diminuia 3 medida que éumentava_a
distancia do suprimento sanguineo, prejudicando, portanto, o
ambiente nutricional destas c€lulas tumorais. Era de se espe

- rar, eﬁtéo, que as taxas de proliferagéo celular nas porgoes
mais superficiais deste e de outros tuméres s6lidos expefimeg
tais, em relagao as porgOes mais centrais, avasculares, fos-
sem maiores. AHERNE e colaboradofes,em,estudos cinéticos com
um sarcoma de camundongos, constataram esse fato, observando
‘tais parametros cinéticos em 3 zonas distintas de amostras tu
morais, as quais foram colhidas em 3 épocas distintas, 7¢9,14°¢
e 21° dias de evoluc@o do tumor. Estes pesquisadores conclui-
ram também que os iIndices proliferativos dos tumores variaram
com a localizagao celular, mesmo nos tumores jovens e que par
te da fracgao nao proliferativa dos tumores mais velhos, era
formada por um grande nimero de células polipléides .€ aneu-

ploides (AHERNE et al., 1977).

Tumores s6lidos e asciticos possuem diferentes ambi
entes nutricionais e a comparacao dos parametros cinéticos em
tumores sG6lidos e asciticos derivados de um mesmo tipo histo-

logico celular proporcionou a compreensdo de alguns possiveis
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fatores influenciadores da proliferagao celular. A primeira
investigagao deste tipo foi realizada por FRINDEL et al(1967),
nmum fibrossarcoma de camundongo. Nesse estudo mostrou-se que
a desaceleragao do crescimento ascitico foi provocada, em
grande escala, por um aumento no tempo médio do ciclo celular,
ao passo que mudancas na taxa de crescimento dos tumores so6li
dos foram resultantes de um aumento na taxa de morte celular
e de uma diminuigdo na fragao de crescimento. Um segundo estu
do; realizado por TANNOCK (1969) nos tumores ascitico e s61i
do de EHRLICH, constatou que a desaceleracao do crescimento
no tumor na sua forma ascitica, foi causada parcialmente por
aumentos nas fases do ciclo celular e parcialmente por um au-
' mento na taxa de perda celular; ao passo que nos tumores séii
dos, a principal razao para essa desaceleracao do crescimento
foi atribuida ao aumento da taxa de perda celular. Neste estu
do verificou-se uma certa manutencao da produgdo celular nos
grandes tumoTes, mesmo apGs constatagdo de um decréscimo na

taxa de crescimento.

Na presente inVestigégﬁo, verificou-se um decrésci
mo nas taxas de produgdo celular (Xg), pr0porcionai ao aumen
to da idade tumoral. As diferencgas, embora estatisticamente
significativas (p < 0,05), foram pequenas para bs dois extre-
mos comparados, 9 e 27 dias. As taxas de perda celular (KL) e
indices de perda.celular (), entretanto, aumentaram conside-
ravelmente com a evolugao do tumor, muito embora ja no 9° dia

haja sido constatada uma perda de 36 células para cada 100



96

produzidas pelo tumor (¥ = 0,36), demonstrando que ndo sO no
final do crescimento ($=0,92), mas também no inicio, a perda
‘celular é expressiva. Tais observagdes levam a crer que o
crescente aumento da perda celular € a principal causa para a
dimihuigio da taxa de crescimento do tumor TEGS-2047, mesmo
a despeito da constatacdao de um decréscimo das taxas de produ

gao celular.

A grande necrose tumoral observada nas porgoes cen-
trais do tumor, mesmo nos primeiros dias de evolugao, leva a
conclusdo que presumivelmente, foi este o local de ocorrencia
da maior parte da perda celular constatada, provavelmente de-
Vido a restricdao no suprimento de oxigenio e mutrientes.

Achados semelhantes aos descritos acima . e com ou-
tros tumores solidos experimentais foram reportados por FRIN-
DEL et al (1967), HERMANS § BARENDSEN (1967 e 1969), TANNOCK
(1968) , TANNOCK. & STEEL (1970) e AHERNE et al (1977).

TANNOCK (1968) defende a hipdtese de que o oxigenio
pode ter um papel importante no controle da taxa de prolifera
cdo celular, em relagao a fragdo de crescimento. Sua influén-
cia, no entanto, no tempo médio do ciclo celular parece ser
pequena, e, se aquelas células em contato com os vasos sangui
neos, tem tempo de ciclo celular curto, fatores outros, além
do oxigénio,»estéo provavelmente envolvidos. Com base na hipd
tese acima pode-se supor haver uma correlagao entre a diminui
cao da fragao de crescimento e o volume necrotico relativo do
tumor pesquisado, ja que hd evidéncias de que ambos podem ser

influenciados pelas limitagdes na difusao do oxigenio.
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A proliferagao celular pode ser inibida por mudan-
gas da respiragao para glicGlise anaerdbica, desde que, esta
Gltima, & provavelmente importante nas areas hipGxicas do tu-
mor. A mudanga causa uma redugdo na taxa de sintese de ATP e
poderia, portanto, inibir a divisdo celular pela diminuic3o
da energia disponivel (TANNOCK, 1968, 1970). Entretanto, 0os
resultados de GULLINO et al (1966) sugerem que ambos, respira
cdo e glicdlise: -anaerdbica, podem ocorrer em todas as partes
viaveis do tumor, ja que tanto o consumo de glicose como a

produgao de lactato aumentam em proporgao direta com o oxigé

nio utilizado e que a falta deste bloqueia os 2 processos.

Ha evidencias de que células nos tumores asciticos
parecem ser mais resistentes a andxia do que em muitos tumo-
res solidos, onde, para alguns autores, elas morrem tdo logo
tornam-se andoxicas (THOMLINSON § GRAY, 1955; GOLDACRE § SYL-
VEN, 1962; TANNOCK, 1968).

Existe um nimero razoavel de explicagles para este
paradoxo. A acao peristaltica do intestino provavelmente cau-
sa um movimento das células asciticas dentro do peritGneo,per
mitindo uma oxigenaééo permanente nas membranas vasculariza-
das, em volta, por curtos periodos do seu ciclo e isto pode
ser suficiente para prevenir a morte celular (TANNOCK, 1969).
Portanto, condigdes mais favordveis existem, nos tumores sé6-
lidos, para a morte celular. De DUVE (1963) constatou que a
retirada de oxigénio de uma célula pode levar a ruptura de

membranas lisossomais, portanto, a probabilidade de morte ce-
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lular pode aumentar quando as células tornam-se andxicas, in
dependente do fato de elas pertencerem a tumores so6lidos ou
asciticos (TANNOCK, 1969). Ha também evidéncias de que célu-
las mortas liberem enzimas lisossomais e outras substancias
toxicas (SYLVEN & HOLMBERB, 1965). Altas concentragodes de
tais agentes, nos tumores s6lidos, como o estudado na presen
te pesquisa, poderia levar @ morte celular e necrose, enquan-
to que agentes similares nos tumores asciticos poderiam rapi-

damente se diluir e se dispersar quando liberados no 1liquido

ascitico, como foi descrito por TANNOCK (1969).

Mais recentemente tem-se demonstrado a presenga no
soro humano e de coelhos de uma proteina, ja purificada, a
qual foi denominada FATOR DE NECROSE TUMORAL (TINE), por suas
propriedades de causar necrose hemorragica em varios tumores
experimentais "in vivo",bem como ter efeito citotdxico em va-
rios tumores "in vitro' (AGGARWAL et al., 1985; ABE et al.,
1985). Agentes usados para estimular a producao de TNF em ca-
mundongos causam hiperplasia de macrofagos no figado
e bago, sugerindo que tais células funcionem como fontes celu
lares de TNF (MATTHEWS, 1978; MATTHEWS § WATKINS, 1978). A-
1ém disso, recentemente AGGARWAL e colaboradores demonstraram
a producao de um fator de necrose tumoral por cé€lulas de 1li-
nhagem monocit6éide-simile bem como a sua purificagdo e carac
terizagao (AGGARWAL et al,1985).Pode-se supor, portanto, que célu
las do tumor em estudo da linhagem fibrohistiocitica, portan-

to também monocitdide, possam ser responsaveis pela produgao:
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de um fator de necrose ou fator—simile, o qual poderia estar
contribuindo para a grande taxa de perda celular e necrose

‘observada no tumor TEGS-2047 ao longo de sua evolug@o.
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CAPITULO 3
ABORDAGEM FARMACOLOGICA DO TUMOR- TEGS-2047 (Estudo da hormdnio-

sensibilidade e deteccao de substancias biologicamente ativas

no tumor)

TUNIVERSIDADL TC0tadl 00 CEaR |



3.1 - INTRODUGAO
3.1.1 - Hormonio-dependencia em neoplasias malignas

A idéia da dependencia hormonal em tumores surgiu
com as observagOes pioneiras, experimentais e clinicas de
HUGGINS e seus colaboradores em 1941, em neoplasias de pros-
tata. Esses autores postularam qué o metabolismo e prolifera-
cdo das células tumorais, assim como das células normais, das
quais elas se originam, dependiam da atividade de um ou mais
 de um hormonio. Na pratica, eles demonstraram que a sSupressao
hormonal do tumor, tanto pela remocao de glandulas  endocri-
nas, como pela interferéncia hormonal (usando hormonios este
roides ou correlatosj, causava regressdo temporaria numa cer-
ta proporcdo de canceres de prostata (HUGGINS & HODGES ,1941a;

HUGGINS et al., 1941b).

Um grande nimero de pesquisas semelhantes foram rea
lizadas, a partir de entao. A correlac@o significante observa
da entre a resposta clinica das pacientes com cancer de mama
i terapseutica enddcrina e o contelddo dos receptores de estro-
genos em amostras de seus tumores (McGUIRE et al., 1978) ins
pifou estudos semelhantes com receptores de andrdgenos em neo
plasia de prostata (MAINWARING, 1979), receptores de proges-

tigenos em tumores malignos de endométrio (EHRLICH et alay

100
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.1978) e rTeceptores de glicocorticdides em virias doencas ma-
lignas hematolégicaé (LIPPMAN et él., 1973). A influencia que
hormonios esterdides podem exercer sobre a incidéncia e o
progndstico do melanoma maligno humano, tem também sido pes-
quisada nos Gltimos anos (SADDOFF et al., 1973; BELIZARIO

1982).

Mais recentemente demonstrou-se a presenga de recep
tores esteréides androgénicos e de glicocorticédides em al-
guns sarcomas de partes moles humanos incluindo tumores de na
tureza fibrosa (CHAUDHURI et al., 1980). No entanto a infiu—
encia que os hormdnios esterdides podem exercer no crescimen

to desses tumores nao tem sido relatada na literatura.

Os varios modelos laboratoriais disponiveis para o
estudo da hormonio-dependéncia no cancer sao representados
por exemplos deé tumores situados, em sua maioria, nos tecidos
naturalmente alvo de hormonios (mama, endométrio, hipofise,
prostata). Estes-tumores vem sendo mantidos em diferentes es-
pécies de animais de laboratdrio ou meios de cultura, com di-
ferentes linhagens celulares e alguns sao derivadoé de ‘neg
plasias hormonio-dependentes humanas. Nesse sentido, tem-se
como importantes Os seguintes: i) cancer mamario de rato indu
zido pelos carcinogenos Dimetilbenzantraceno (DMBA) e 3-metil
clorantreno (HUGGINS et al., 1959); ii) cancer mamario trans-
plantéVel de rato-R-3230AC (HILF et al., 1965; McGUIRE et
al., 1971); iii) cancer mamadrio de camundongos (RICHARDS et

al., 1974; SHYAMALA, 1972); iv) cancer endometrial de rato e



102

camundongo induzido por DMBA (SEKIYA et al., 1972); v) can-
cer da hipofise dependente de estrdgeno (QUADRI, LU § MAITES,1972;
JORDAN, 1989); vi) adenocarcinoma prostatico transplantavel
de rato (SMOLEV et al., 1977; MARKLAND et al., 1978); vii)can
cer renal de hamster (LI, CUTHBERTSON § LI, 1980) e viii) cancer

de mama de linhagem célular humana (ex.: MCF7) (ENGEL & YOUNG,

1978).
3.1.2 - Hormonios e outras substancias humorais produzidas
por tumores
Além dos sintomas devidos a massa tumoral ou a inva
sao, as neoplasias malignas produzem sintomas mediados por

hormonios ou outras substancias humorais. Nos Gltimos vinte a
nos uma grande diversidade de sindromes paraneoplasicas des-
critas na literatura, tem servido de suporte para esse concei

to.

Originalmente, a producao de mediadores quimicos
por tumores malignos foi considerada rara e se postulou que
a sua causa era uma desrepressio da informacdo genética (LIP-
SETT ‘et al., 1964).. Mais recentemente, tem-se sugerido que to
dos os canceres elaboram proteinas "ectOpicas' as quais ape-
nas quando biologicamente ativas sao capazes de levar a sig
dromes reconhecidas (ODELL & WOLFSEN, 1980). Exemplos de
substancias humorais produzidas por tumores malignos incluem

hormonios peptidicos, como o Hormonio Liberador de Tireotrofi
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na (TRH), a Somatostatina, Vasopressina, Ocitocina, Neurofiéi
na, Adrenocorticotrofina (ACTH), Hormdnio Estimulante dos Me-
“landcitos (a-MSH), Tireotrofina (TSH), Horménio do Crescimen
to (GH), Bombesina, Neurotensina, Gonadotrofina Corionica Hu-
mana (HCG), Calcitonina, Substancia ParatormGﬁio-sImile; pre-
cursores de hormonios peptidicos como Pro-opiomelanocortina ,
g-Lipotropina; proteinas fetais como o Antigeno Carcino-Em-
bridonico (CEA) e a alfa-feto-proteina; enzimas tipo a isoenzi
ma fetal da fosfatase alcalina e a timidino-quinase. (ODELL §
WOLFSEN, 198b, MAURER, 1985). Todos estes fatores humofaisr

tém sido encontrados em individuos portadores do carcinoma de

pequenas células do pulmao (MAURER, 1985).

Por outro lado, sao numerosas as evideéncias existen
tes, relacionando prostaglandinas com cancer. Prostaglandinas
da série PGE tem sido encontradas em varios tumores experimen
tais espontaneos ou induzidos, so6lidos ou asciticos (SYKES §
MADDOX, 1972). TASHJIAM e colaboradores estudando dois tumo-
res experimentais, o fibrossarcoma transplantavel de camundon
gos (HSDM1) e o carcinoma VX2 de coelhos, verificaram uma re-
lagao direté entre a hipercalcemia detectada nos animais e
um aumento da concentracao plasmética_de prostaglandinas, a
qual era detectada apos o implante do tumor (TASHJIAM et al.,
1978). Producao de prostaglandinas tem também sido demonstra-
da em varios tumores humanos, incluindo, adenocarcinomas pul
monares, tumores de esofago, cervicais e de parotida (ROBERI

SON et al., 1976), bem como tumores malignos e benignos da ma-
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‘ma (MALACHI et al., 1981).

A presenca de_écidos“graxos saturédos e insaturados,
bem como de prostaglandinas das séries E e F no tumor fibro-
histiocitico (tumor TEGS-2047), descrito nos capitulos ante-
riores, foi demonstrada recentemente em nosso laboratdrio

(TROMPIERI, 1984).

Em adicdo, tem-se mostrado a associacdo de sindrome
carcindoide com hiperserotoninemia e/ou aumento da excregao u-
rindria de dcido 5-hidroxi-indol acético em pacientes portado
res de neoplasia pulmonar do tipo '"Oat cell carcinoma" (MEN-

GEL, 1982; HORAI et al., 1973).

'3.3.3. - Fatores enddgenos reguylddores do crescimento de. célu

las normais e/ou malignas

Segunao IVERSON, os reguladores endogenos do cresci
mento celular podem ser classificados em estimulatdrios, ini-
bitdrios e moduladores (IVERSON, 1985). Exemplos tipicos de
fatores reguladoies estimulatérios s3ao os hormonios tréficos
(hormonio tireoidiano, cortisona, estrogeno, etc.), o fator
de crescimento epidé;mico (EGF) e o fator de crescimento do
nervo (NGF) (KOROLY & YOUNG, 1981; CARPENTER; 1981; IVERSON,
1985). Alguns pesquisadores tem referido a existencia de ou-
tros estimuladores como o fator de crescimento derivado da
plaqueta(PDGF) (ROSS, 1981) e os fatores estimuladores de co-

16nia (CSF) para granuldcitos, eosinofilos e célutas da linha
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gem eritrocitaria e megacariocitica (METCALF, 1981). Em al-
guns tecidos, e especialmente em tumores, registra-se a pre-
'senga de fatores angiogénicos (FOLKMAN et al., 1971; GULLINO,
1981) que estimulam o crescimento de células endoteliais e

capilares.

BULLOUCH, em 1967 deu o nome de '"Chalonas'" aos re-
guladores enddgenos inibitdrios do crescimento celular. No en
tanto, tal conceito nao parece ter aceitacao universal (IVER-
SON, 1985). No sistema hematopoético, por exemplo, muitas
substancias (prostaglandinas, fator inibidor de colonia deri-
vado do neutrdfilo, inibidores séricos, inibidores leucemi-
cos, supressores imunes e lactoferrina) embora tidas como ini
bidoras da proliferacao celular nao, tém sido reconhecidas co-
mo chalonas por alguns pesquisadores (FITCHE, 1981). Mais de
vinte anos de pesquisa de chalonas nao tem levado,'entretanto
ia sintese e purificag@o de substancias deste tipo. Apenas re
centemente registrou-se a provavel purificacao de uma chalona

granulocitica composta de cinco aminoacidos (IVERSON, 1985).

Com relacao aos fatores enddgenos de regulagao do
crescimento tidos como moduladores, tem-se sugerido que al-
guns hormonios, especialmente os glicocorticoides, podem pos-

sivelmente receber tal denominagao (IVERSON, 1985).

CARSWELL e colaboradores ,em 1975, reportaram que O
soro de cémundongos, ratos e coelhos previamente infectados

~.com Mycobactefium'bovis cepa Bacillus Calmette-Guérin (BCG) e
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subsequentemente tratados com endotoxina, causou necrose he-
morragica de varios tumores em camundongos sem efeito aparen-
te sobre o hospedeiro. O composto responsavel por essa ativi-
dade do soro foi chamado. de Fator de Necrqse Tumoral (TNF) (AG
GARWAL et al., 1985). Posteriormente foi demonstrado que tal
fator apresenta atividade citostatica e citocida em varias 1i
nhagens de células 'malignas em cultura, porém sem nenhuma a-
tividade em cé€lulas normais humanas, de coelho e galinha, nas

mesmas condicOes (AGGARWAL et al., 1985; ABE et al., 1985).

A purificagdo desses fatores de necrose, a partir
de tecidos humanos e de coelhos ,tem demonstrado que eles sao
de natureza protéica e que apresentam grande semelhanga estru
tural com outras linfocinas e linfotoXinas ja descritas (AG-

GARWALL et al., 1985). '

Tem sido proposto que os macrofagos sao avprincipal
fonte de producao desses fatores de necrose. Tal observagao
tem sido confirmada por estudos "in vitro",usando populagoes
celulares enriquecidas com macrofagos (MATTHEWS, 1978), bem co
mo pela detecgdo da producdo do fator por células malignas de
linhagem monocitdide (AGGARWALL et al,1935).pode-se supor, portan
to,que tumores s6lidos da linhagem histiocitica podem também
ser produtores de fator de necrose tumoral (TNF) ou de outros

fatores de natureza proteica.
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3.1.4 -~ Objetivos

Tendo como base algumas das observagOes descritas a
cima, procurou-se neste capitulo abordar do ponto de vista
farmacdlégico, o tumor TEGS-2047 de natureza fibro-histiociti
ca, conforme ‘demonstrado no capitulo 1. Para tanto resolveu-

se estudar dois aspectos:

1) A influéncia do sexo,da gonadectomia e do tratamen
to com hormonios esterdides no desenvolvimento

do citado tumor e,
'

2) Detectar a presenga de substancias biologicamen

te ativas na neoplasia.

=
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3.2 - MATERIAL
3.2.1 - Animais experimentais

Foram usados:

- Ratos albinos (Rattus mnorvegicus), variedade Wis—
tar, de ambos os sexos, com peso médio de 120 gramas, com 30
a 50 dias de nascidos, provenientes da colonia do Biotério do
Departamento de Fisiologia e.Farpacologia da Universidade Fe-
deral do Ceara. Todos os ratos foram mantidos em gaiolas de
plastico com grade de arame de ago inoxidavel na parte supe
rior, recebendo agua "ad 1libitum" e racgao balanceada coelhex-

CBR.

- Cobaias albinos (Cavia porcellus), de ambos os se
Xos, com peso variavel entre 300 e 400 gramas, provenientes
do Biotério do Departamento de Biologia da Universidade Fede-

ral do Ceara.
3.2.2 - Solugoes fisioldgicas

Os sais utilizados no preparo das solugoes fisio-
16gicas foram de pureza analitica (MERCK). Todas as concentra

coes foram expressas em '"milimolar".

- Solucgao salina: NaCl 154

108
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- Solugdao Tampao Tris- HC1 0,05M, pH 7,5

- Solugao de Tyrode:NaCl 136;KCl 2,68; CaCl,

MgCl2 0,92;NaH2PO4 O,SQ;NaHCO3 11,9;glicose 5,5

Il te32

- Solugao de Jalon: NaCl 154; KC1 5,3; CaCl, 0,6;

NaH,PO

2P0, Bl NaHCO3 6,93 glicose 2057

3.2.3 - Drogas

- Acetato ‘de Medroxiprogesterona (FARLUTAL-AD 500).
Farmitalia Carlo Erba S/A
- Acido-acetil salicilico (ENDOSPRIN)-Lab. anila.
Solucao a 200mg/ml '
- Bradicinina - sintetizada. pelo Prof. A.C.M.Paiva.
Escola Paulista de Medicina - SP
- Benzoato de Estradiol - (BENZOGINOESTRIL AP) -
Lab. Sarsa)
" - Cloranfenicol (SINTOMICETINA-Lepetit-S01.100mg/ml
- Cloreto de acetilcolina - Sigma Chemical Co.
- Cloridrato de ciproheptadina - Sandoz - Brazilea
- Cloridrato de Difenidramina (BENADRYL) - Sigma
Chemical Co.
- Diidrocloreto de Histamina - Sigma Chemical Co.
- Diétilgstilbrestrol - Sigma Chemical Co.
; S.Hidféiitrptamiﬁa (5HT) - Sigma Chemical Co.

- Propionato de Testosterona - (DURATESTON) - Lab.
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ORGANON DO BRASIL LTDA.
- Sulfato de Atropina - Sigma Chemical Co.
- Tripsina e Quimotripsina - Worthington Biochemi-

cal Corp. Peptides.

" 5.2.4 - Reagentes e corantes

Acetona - MERCK

Kcido cloridrico - MERCK

Klcool etilico - HERZOG

Eter etilico - REAGEN

Metanol - REAGEN

]

3.2.5 - Aparelhagem

- Balanga, Metler modelo Pq

- Medidor de pH, Metron

- Autoélave - Fabber

- Centrifuga - BECKMAN modelo J-21C

- Fisiografo Desk modelo DMP-4B

- Quimdgrafo E Zimmermann - Leipzig

- Banho-Maria, SOC - Fabber Ltda.

- Estufa de secagém e esterilizacao, FANEM, modelo

315 SE
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3.2.6 - Materiais diversos

- Homogeneizador manual de POTTER

- Pipetas e provetas, PYREX

- Placas de Petri do tipo bacterioldgico, PYREX

- Becher de 10,50 e 100ml, PYREX

- Material cirlrgico: pinca, bisturi, tesoura, tro-
.carter |

- Luvas cirlirgicas

- Laminas e laminulas



3.3 - METODOS
3.3.1 - Estudo da dependencia hormonal

3.3.1.1 - Influencia do sexo
Utilizaram-se 40 ratos Wistar com peso médio de
120g de ambos os sexos. Os animais foram divididos em 2 gru-

pos de 20.

0 grupo I, formado por ratos machos e o Grupo II,
_por fémeas, receberam o indculo tumoral, de acordo com a des
cricao do capitulo 1. Fez-se o acompanhamento desses animais
durante 27 dias. Assim, a cada 3 dias eles eram pesados e os
diametros dos seus respectivos tumores eram medidos com péqui'
metro, para calculo dos volumes tumorais de acordo com a for-
mula descrita por STEEL, 1977. Apds o sacrificio dos animais
v
foram retirados o figado, o bago e o tumor, os quais foram
pesados em balanca analitica. Curvas de crescimento foram pre
paradas colocando-se os volumes tumorais, em escala semiloga-

ritmica, contra o tempo apds o transplante.

3.3.1.2 - Influéncia da gonadectomia e do tratamento com hor

monios esteroides

a) Castracao dos animais (Orquidectomia)

112
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'Os ratos foram anestesiados com éter etilico e colo
cados em decibito dorsal com as patas presas numa mesa cirdr-
éica. Apés a localizagdo dos testiculos na bolsa escrotal,foi
feita uma incisao, com tesoura, na pele entre os dois testicg
los. A seguir, os tecidos que envolvem os testiculos foram
divulsionados dbﬁ tesoura até€ atingir a tlnica vaginalis. Por
compressdo, os testiculos e os corddes espermiticos, de cada
lado, foram expostos totalﬁente e a seguir ap0s ligadura no

corddao espermatico com fio de algodZo, foram removidos. A pe-

le da bolsa escrotal foi suturada com fio de algodao.
b) Tratamento com Testosterona

Trinta ratos Wistar machos foram inoculados com o
tumor pela técnica ja descrita (Ver capitulo 1) e divididos

em 3 grupos de 10, assim distribuidos:

Grupo C Ty: Animais castrados e tratados diariamen
te com propionato de testosterona, 300
ug/100g de peso, em solucao oleosa, por

via subcutanea, durante 14 dias.

Grupo CN T,: Animais castrados e injetados diaria-
mente com 0,2ml de o0leo de algodao,

‘por via subcutanea, por 14 dias.

Grupo Clz Animais controle, nao castrados e também
injetados com 0,2ml de Oleoc de algodao
por via subcutanea, diariamente  durante

14 dias.
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Os animais foram pesados de 3 em 3 dias e sacrificg
dos, por deslocamento da coluna cervical,nb 152 ‘dia e 'seus
respectivos tumores excisados, pesados e mensu;ados com paqui
- metro. Os volumes tumorais foram calculados de acordo com a
formula proposta por STEEL, 1977. Os animais foram castrados
30 dias antes do transblante tumoral.De cada animal.. retirou-se
a prostata, a vesicula seminal o figado e o bago os quais fo

ram avaliados quanto aos seus pesos.
.¢) Tratamento com Acetato de medroxiprogesterona (MPA)

Trinta ratos Wistar machos foram inoculados com .o
_tumor conforme descrigao anterior (Ver capitulo 1) e dividi-

dos em 3 grupos de 10, .assim distribuidos:

Grupo C T,: Animais castrados e inoculados diariamen
te com. MPA, 100mg/kg/peso, em salugao a
quosa, por via intraperitoneal duranfe
21 dias. Os animais deste grupo Trecebe
ram tratamento prévio com Benzoato de
Estradiol (100pg/100g de peso) por via
subcutanea, diariamente por 04 dias, pa -
ra estimulo da sintese de - - receptores

progestinicos (FORMELLI et al., 1982).

Grupo CN T,: Animais castrados e inoculados diaria
mente com 0,2ml de solugao salina, por

via intraperitoneal durante 21 dias.

Grupo C,: Animais controle, ndo castrados e tambeéem
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inoculados com 0,2ml de solugao salina

por via intraperitoneal durante 21 dias.

Os animais foram acompanhados por 21 dias, sendo pe
sados a cada 3 dias. Foram sacrificados no 22°¢ dia por deslo-
camento da coluna cervical e a seguir avaliados conforme a
descricdo do item anterior. Entretanto, nao avaliou-se neste
experimento os pesos das prostatas e vesiculas seminais dos a

nimais eXperimentais.
3.3.2 - Detecgao de substancias. biologicamente ativas no tumor
3.3.2.1 - Método de extragao

0 método de extracdo inicial tentado, visou o uso
de solventes menos € mais polares. Paré tanto, escolheu-se o
procedimento descrito por LEEMAN § HAMMERSCHLAG na extragao
da substancia P (CHANG & LEEMAN, 1970), como referencial, in-
troduzindo algumé; modificagSés (Ver Fig. 3.1). A  sequencia,

para cada extragao foi a seguinte:

1) Dois animais portadores do tumor TEGS-2047 com
14 dias de evolucdo, eram sacrificados por deslocamento da co-
 luna cervical, sendo seus tumores excisados e colocados em pla

ca de Petri sobre uma.bandeja de ago inoxidavel contendo gelo.

2) A seguir, as amostras tumorais eram fragmentadas
com auxilio de pinga e tesoura e pesadas. O material era en-

) . :
tao homogeneizado por 30 minutos em acetona, ou metanol ou eta
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nol na proporgao de 9ml para cada grama de tumor.

3) Utilizou-se, neste procedimento, um homogeneiza
dor manual de Potter, o qual durante o processo permanecia em

uma caixa de isopor contendo gelo picado.

4) A seguir, o homogenato resultante, era deixado
em repouso por 1 hora ou 24 horas e, em seguida, submetido a

centrifugacao, a 15.000 rpm por 30 -minutos, a 4°C.

5) Ao final da centrifugacao, récolhia—se a fracao
sobrenadante solivel, desprezando-se a fracio precipitada.. 0
material recolhido era, imediatamente, transferido para placas
de Petri, previamente pesadas, e secadas a vapor frio, utili-

zando-se secador de cabelos convencional.

6) Apds a total evaporagdo do solvente, as placas
eram novamente pesadas. A diferenca dos pesos correspondia,
portanto, a quantidade de material extraido, o qual era resus-
penso em,éolugéo Tampao Tris-HC1 0, 0S5M, pH 7,5 (1mi de tampao

para cada 3mg de material).

7) A seguir, o material extraido era ensaiado nas

preparacgodes bioldgicas descritas abaixo.

3.3.2.2 -~ Atividade do material:bioldgico em preparagdes biold

gicas

3.3.2,2.1 - Otero isolado de rata

Foi utilizado o método de HOLTON (1948). Ratas vir

TUNIVERSIOADE frotaal 03 CEARM |
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l
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SOBRENADANT PRECIPITADO
l (desprezado)
SECAGEM
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RESUSPENSAO COM TAMPAO TRis-HcL 0,05m, pH 7,5

l

ENSAIO BIOLOGICO

FIGURA 3.1 - Método de extragéo de material biologico a
tir de amostras do tumor TEGS-2047

i
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gens, com peso em torno de 150g, estrogenizadas 18 horas antes
| comrDietilestilbestrol (0,1mg/100g de peso), por via' intrape-
ritoneal, foram sacrificadas e colocadas em posicdo de décﬁbi
to dorsal e feita uma incisdo em "V" no abdomen. A pele e a
camada muscular foram rebatidas e os intestinos afastados. O a
tero foi dissecado e os dois cornos uterinos foram afastados
em suas extremidades e ao nivel do colo uterino, sendo ime-
diatamente transferidos para uma placa de Petri; contendo solu
cao nutritiva de Jalon, aerada continuamente, Um segmento de
1,5 a 2,0 centimetros de compfimeﬁto, obtido de cada corno ute
rino, foi montado em baﬁho para musculatura lisa, adaptado a
uma camara de 10ml de capacidade, contendo solucao de Jalon,

aerada e mantida a temperatura de 29°C.

- As contracdes  foram registradas em um tambor movel
de quimdgrafo, através de uma alavanca isotonica, com uma ten-
sio de 0,5g e ampliagdo de 6 vezes, Utilizou-se também o regis

tro de contragoes através de um poligrafo.

A solucao nutridora de Jalon eram adicionados atro
pina (3,7 x 107/M) e benadryl (1,5 x 107°M) para inibir os e-
feitos da acetilcolina e histamina, porventura existentes no

'"material bioldgico" a ser testado.

0 tecido permaneceu em Trepouso porT 30 minutos para

estabilizacgao, sendo, em seguida, registradas respostas con-
- . . \ - -

trateis para o '"material extraido do tumor' e demais  drogas

ensaiadas (Bradicinina,5-Hidroxitriptamina, Ciproheptadina).
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3.3.2.2.2 - Tleo isolado de cobaia

: Nesta preparacao utilizou-se o método de MAGNUS
(1904). Cobaias de ambos os sexos (300-400g) foram privadas de
alimentos por 48 horas. Para cada'ensaio, um dnimal era sacri-
ficado e colocado em posigao de declUbito dorsal e feita uma in
ciséo'no abdomen. A porgdo terminal do ileo foi retirada, lava
da com solugao de Tyrode e montada em um banho para musculétg
ra lisa, onde foi adaptada uma canula de vidro contendo 10ml
de solucao Tyrode,aerada continuamente a temperatura de 37°C.
As contragOes foram registradas em um tambor mével de quimdgra
fo, através de uma alavanca isotonica, com uma tensdao de 0,5g-
e aﬁpliagﬁo de 6 vezes. As contragEes também foram registradas
em poligrafo, em.alguns experimentos.

O tecido permaneceu em repouso por 30 minutos . para
estabilizagéo,.sendo em seguida registradas respostas contra-
teis para o '"material extraido do tumor" e demais drogas utili
zadas (Bradiciniﬁé, 5-Hidroxitriptamina, Ciproheptadina). Atro
pina e Benadryl, nas mesmas concentragoes descritas no item an

terior, foram acrescentadas i solugao de Tyrode.
3.3.2.3 - Caracterizacdo farmacoldgica do material bioldgico

3.3.2.3.1 - Tratamento com Acido-Acetil-Salicilico (AAS)

\

Seis animais machos, inoculados com o tumor confor

me descricdo anterior, foram tratados, a partir do  primeiro
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dia ck)inémﬂﬂ.nmmrai,com.hﬁegGm;intraperitoneais diarias. de AAS
(Endosprin) ,na dose de 10mg/kg/peso corporél, por 14 dias, No
159 dia, os animais foram sacrificados para extracao de mate-
rial bioldgico, a partir dos seus tumores (Ver item ShaS a0
tratamento objetivou inibir a sintése de prostaglandinas pelo
tumor. O material extraido era entdo testado nas preparagoes

bioldgicas ja descritas.
3.3.2.3,2 - Tratamento com Testosterona

‘ _Dezqitovfatos Wistar machos foram inoculados com o
tumor pela técnica ja descrita (Ver capitulo 1) e divididos em

3 grupos de 6, assim distribuidos:

Grupo I: Animais. castrados 30-dias antes do inicio do ex
perimento e tratados diariamente com pro-
pionato de testosterona, 300ug/100g de peso, em

' solucao oleosa,por via subcutanea,durante 14 dias.

Grupo II: Animais castrados e injetados diariamente
com 0,2ml de 6leo de algoddo, por via sub

cutanea, por 14 dias.

Grupo III: Animais controle, nao castrados e tam-
bém inoculados com 0,2ml de Sleo de al-
-godao, por via subcutanea, diariamente,

durante 14 dias.

Os animais foram sacrificados no 15° dia, por deslo
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camento da coluna cervical e seus respectivos tumores exciég
dos e pesados. A seguir, procedeu-se a extragcao de substan-
cias biologicamente ativas conforme descricao anteriof (Ver
‘item 3.3.2), para em seguida realizar-se os testes nas prepa

ragoes bioldgicas escolhidas (Ver item 3.3.3).

3.3.2.3.3 - Determinacao da atividade de enzimas proteoliti-
cas sobre o material bioldgico extraido do tumor

TEGS-2047

Realizaram-se ensaios enzimaticos utilizando prepa
"ragbes bioldgicas para medida de atividade residual dos incu
~bados contendo o material biologicamente ativo e . a enzima.
Nesse sentido, as enzimas empregadas foram: tripsinave.quimg
tripsina, amb;s na dose de 400ug (3mg/ml). As condicgGes de
incubagao foram as mesmas para as duas enzimas, isto €, Tam
pao Tris-HCl Q,05M pH 7,5 contendo 0,1M de NaCl e temperatu
ra mantida a 37§b. Aliquotas de 9,4ml do incubado foram reti
radas aos 15, 30 e 60 minutos de incubacao e ensaiadas em G«.

tero isolado de rata.
3.3.7 - _.Analise estatistica
Os resultados foram eXpressos como média * E.P. A

significancia estatistica dos dados foi calculada aplicando-

se o teste '"t" de Student nao pareado. Quando necessario os
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valores eram submetidos a analise de variancia (SNEDECOR &
COCHRAM, 1973). As diferencas eram consideradas significan-

‘tes a p < 0,05, p < 0,01 e p < 0,005.



3.4 - RESULTADOS
3.4.1 - Estudo da dependéencia hormonal do tumor TEGS-2047
3.4.1.1 - Efeito do sexo

Os valores relativos aos volumes tumorais de ratos
machos e femeas, obtidos ao longo dos 27 dias experimentais,
bem como 0s pesos finais dos tumores no>dia do sacrificio dos
‘mesmos, encontram-se na Tabela III.1. A curva de crescimen-
to do tumor construida a partir destes dados € apresentada

na Fig. 3.2.

Observa-se que, nos machos, os volumes tumorais a-
presentam valores maiores em todos os dias experimentais, No
entanto, significancia estatistica (p < 0,01) foi demonstra
da em apenas 4 dias (62, 9°, 12?2 e 24°). Os pesos tumorais,
observados no Gltimo dia do experimento (27°¢ dia) foram signi
ficantemente superiores (p < 0,01) nos animais machos em re-

lagao as femeas.

3.4.1.2 - Efeito da gonadectomia associada ou nao ao trata-

mento com Propionato de Testosterona

Os resultados encontram-se na Fig. 3.3 e na i Tabela

123



TABELA III.1
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tumor

-

do
TEGS-2047 inoculado em ratos Wistar machos

Valores médios dos volumes e pesos

e

femeas. Os dados dos volumes tumorais foram u-
tilizados para a obtengao da curva de cresci-
mento do tumor. Os resultados estao expressos
em média * E.P.
Dias apSs 0 Volume ty- Peso final do Ne de
moral (cm”) tumor (g) animais
transplante Machos Femeas Machos Femeas Machos Fémeas
< 0,714 0,524 - - 19 17
' .+0,106 +0,119
BN ’
6 2,906 1,58 - - 20 17
+0,367 +0,178
: * %
9 4,97 2,638 - - 18 17
+0,549- £0,25
% %
12 10,056 6.7 29 - - 18 15
+0,978 +0,86
15 17,89 13,07 - - 18- 15
£3,114 1,83
18 23,22 16,548 - - 18 15
+3,925  £2.139
21 38,98 27,34 - - 17 14
+4,468 7 ;31
* %
24 51,1 30,98 - - 15 14
£6.,79 +3,89
* % :
27 52,75 39,37 44 .3 37,8 14 15
+7,10 +6,07 +7 55 +4,58
Teste "'t" de Student

(**) p < 0,01
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FIGURA 3.2 .- Curva de crescimento comparativo do tumor TEGS-
2047 inoculados em ratos Wistar machos e femeas.
(**).p % 0,01 -~ Teste "t'" de Student. Os dados

relativos a cada ponto encontram-se qna Tabela
: i 3 L% PO :
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III.2 e os detalhes estatisticos nas Tabelas 3-A é 3-B ' (ane

Xx0).

A analise dos volumes e pesos tumorais, ambos medi
dos no dia do sacrificio dos animais, demonstra que ndo hou-
ve diferencga estatisticamente significativa dos Grupos CT (a
nimais castrados e tratados) e CNT (animais castrados e nao
tratados),em relagao ao Grupo C (controlé—animaisﬁ nao castra
dos e nao tratados) (Fig. 3.3). Entretanto, encontrou-se valo
res estatisticamente inferiores (p < 0,05) para volumes e pe
sos tumorais,nos animais do Grupo CNT comparadds aos do Grupo
CT. A analise de variancia n3o revelou significéﬁéia estatis-

tica, para volumes e pesos tumorais, entre os trés grupos.

Com relacdo a andlise dos pesos do figado, verifi-
cou-se valores estatisticamente maiores (p < 0,05) mno Grupo
CT, comparados aosvdo Grupo CNT, sem no entanto, encontrar-se
diferenca estatistica em relacao ao Grupo C (Tabela III.2). O
bago nao sofreu,-nos tres grupos, variacao significativa de

peso (Tabela III.Z).

A analise dos pesos da prostata revelou que o Gru
por CT apresentou valores muito maiores que os do Grupos CNT
(p < 0,005) e Grupo C (p < 0,05). Encontrou-se também valores
estatisticamente diferentes (p < 0,05) ,entre os Grupos CNT e

C (Tabela III.2).

Quanto @ vesicula seminal, observou-se que, a& seme

lhanca da prostata, no Grupo CT houve aumento significativo
|
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FIGURA 3.3 - Efeitos no volume e peso tumorais de ratos ma

chos inoculados com o tumor TEGS-2047, castrados
e tratados com Propionato de Testosterona (Gru-
po CT) ou, castrados sem tratamento (Grupo CNT)
e nao castrados e nao tratados (Grupo C - contro

le). Os resultados est@o expressos em média *
Bl Pl

(*) Teste "t'" de Student - p < 0,05, em relagao
ao Grupo CT. \
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de peso em relagao aos grupos C (p < 0,005) e CNT (p <0,005),
bem como diferenga estatistica (p < 0,01) destes dois dltimos

‘entre si (Tabela III.2).

3.4.1.3 - Efeito da gonadectomia associada ou n3o ao trata-

mento com Acetato de Medroxiprogesterona (MPA)

Os .resultados sao mostrados na Fig. 3.4 e na Tabela
I1I.3 e os detalhes estatisticos nas Tabelas 3-C e 3-D (ane

X0) .

A andlise dos volumes e pesos dos tumores mensura
dos no dia do sacrificio dos animais, mostra que nao houve
diferenga estatisticamente significativa dos grupos CT (ani
mais castrados e tratados) e CNT (animais castrados e nao tfg
tados),em relacao ao Grupo C [;ontrole—animais,néo castrados
e nao tratados). (Fig. 3.4). Entretanto, encontrou-se valores
estatisticamente inferiores para volumes (p < 0,05) e pesos
(p <‘0,01) tumorais, nos animais do Grupo CNT comparados aos
do Grupo CT. A analise de variancia ndo revelou significancia
estatistica para volumes e pesos tumorais, entre os trés gru

pos estudados (Tabelas 3-C e 3-D - anexo).

Os pesos do figado e bago dos animais do Grupo CT,
mostraram valores significantemente maiores (p < 0,05) que os
do Grupo C, . sem no entanto, revelarem diferencas detectdveis

estatisticamente, com relacao ao Grupo CNT (Tabela III.3).



VOLUME

/
/? PESO
/)]
sop T 50
I )
: T * :
@ ! o= - (3
o 30} 1 E e 430 ©
3 (/ =
= =
- / s
¥ T
s 20f | ﬁ 7 420 2
= Wi
ok
>
_ 5 :
0 //// b i
O e L i
GRUPO C GRUPO CT GRUPO cm’

FIGURA 3.4 - Efeitos no volume e peso tumorais de ratos machos
inoculados com o tumor TEGS-2047, castrados e tra
tados com acetato de medrox1proaestelona (Grupo
CT), castrados sem tratamento (Grupo CNT) e nao
castrados e nao tratados (Grupo C - controle).Os
resultados estao expressos em média + E.P.obtidos
de 8 animais. Teste '"'t'" de Student.

(*Y p < 0,05 e (*%).p < 0,01.
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2.4.2 - Efeito do extrato tumoral em preparagdes bioldgicas
"in vitro"

-

3.4.2.1 - Otero isolado de rata

A adicao dos extratos metandlicos e/ou acetdnicos ob
tidos do tumor TEGS-2047 (0,3 ou 0,6 ou 1,2 mg/ml) produziu
respostas contrateis dose dependentes no Utero isolado de ra-
ta, em todos os ensaios realizados (Gigs. 3.5, 3,6 e 3.7). En-
tretanto, a adicao do extrato etanolico obtido do tumor, nao
produziu contragoes no ﬁtero_isolado de rata em aiguns ensaios
‘e em outros levou a respostas contrateis insignificantes e esta
tiéticamente inferiores aquelas provocadas pelos extratos meta
nolicos e acetonicos (p < 0,005). Estes Gltimos n3do apresenta
ram diferencas significativas entre si. As respostas contra-

teis foram compardveis as provocadas pela bradicinina (1,15 x

lO_SM, 2,3 x 107°M e 4,6 x 107°M) nesta mesma preparagdo biold
gica. 3
3.4.2.2 - Iieo isolado de cobaia

Os resultados encontram-se nas Figs. 3.8 e 3.9.

No ileo isolado de cobaia, a incubag@o do extrato me
tandlico ou acetdnico (0,3 a 1,2 mg/ml) no liquido do banho,
levou a respostas. contrdteis proporcicnais a dose wutilizada e

- . .P\ . . . —5
comparaveis as provocadas pela bradicinina (2,3 x 10 "M, 4,6 x



FIGURA 3.5

- Efeito

no extrato metanolico do tumor TEGS-2047, no

ro isolado de rata.

By - Bradicinina (1,15 x lO—SM)

B, - Bradicinina (2,3 X,lO—SM)
B, - Bradicinina (4,6 x IO—SM)

ET, - Extrato tumoral (0,3 mg/ml)
ET, - Extrato tumoral (0,6 mg/ml)

do material biologicamente ativo presente

ute
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FIGURA 3.6 - Efeito do material biologicamente ativo presente

no extrato metandélico (ETM) e acetdnico (ETA)do

tumor TEGS-2047, .no utero isolado de rata.

B, - Bradicinina (1,15 x 107°M)

B Bradicinina (2,3 x 10_5M)

By - Bradicinina (4,6 x 10_5M)

ETA e ETM - Extrato tumoral acetonico e metanoli-
co, respectivamente a - 0,3mg/ml; b -

'0,5 mg/ml e ¢ - 1,2 mg/ml.
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FIGURA 3.7 - Atividade contratil comparativa dos extratosi me--
tanolico (ETM), acetonico (ETA) e etaﬁSlico‘(ETE)}}
do tumor TEGS-2047, no Utero isolado de rata. Os
resultados correspondem a média de 4 experimen
tos.As barras verticais representam o E.P.

(***). p.« 8,005 - Teste “t" de Student.
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5 5

10°°M e 1,2 x 10~ M). Os extratos etanolicos, a semelhanga do
que ocorreu com o Utero isolado de rata, provocarah respostas
‘contrateis significantemente menores (p < 0,005) que aquelas
verificadas com os extratos metandolicos e acetdnicos (Fig. 3.9).

‘Estes, nao apresentaram diferencas entre si.

- 0s extratos metandlicos e acetonicos, portanto, con
tinham um material biologicamente ativo e a partir de entao ten

tou-se caracteriza-lo farmacologicamente.

3.4.3 - Caracterizacao farmacoldgica do material biologicameg

te ativo (MBA) presente no extrato do tumor TEGS-2047

3.4.3.1 - Atividade de MBA extraiaolde4tumores obtidos de ani
mais tratados cronicamente com Acido Acetil Salicili

co (AAS)

O tratamento cronico com um inibidor da sintese de
prostaglandinas (AAS) visou afastar a possibilidade de o mate-
rial biologicamente extraido ser prostaglandina ou substancia-

simile.

Os extratos tumorais de animais tratados com AAS
(10mg/kg/14 dias) demostraram ativi@ade contratil ' semelhante
aos extratos de animais contfble,lnas duas- preparagoOes ensaia-
das, Utero isolado de rata-e ileo isolado de cobaia (Fig.3.10).
O tratamento portanto, nao inibiu a atividade contratil da

substancia biologicamente ativa presente no extrato.
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ETq

FIGURA 3.8 - Efeito do material biologicamente ativo presente
no extrato metandlico do tumor TEGS-2047, no ileo

isolado de cobaia.

B, - Bradicinina (23X IO_SM)
B, - Bradicinina (4,6 - 107°M)
B, - Bradicinina (1,2 x 107°M)

ET1 - Extrato tumoral (0,6 mg/ml)
ET, - Extrato tumoral (1,2 mg/ml)
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FIGURA 3.9 - Atividade contratil e comparativa dos extratos me

tanélico (ETM), acetonico (ETA) e etandlico (ETE)
do tumor TEGS-2047, no ileo isolado de cobaia. Os
resultados correspondem a média de 4 experimen-

tos.As barras, verticais representam o E.P.

(***) p < 0,00S - Teste '"t'" de Student.
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FIGURA 3.10 - Atividade contratil comparativa do material bio-
| logicamente ativo obtido do tumor TEGS-2047 de ; '
nimais tratados com AAS (ETT) e animais controle
(ETC), no Utero isolado de rata. Os resultados
correspondem d média de 3 experimentos. As bar-
ras verticais indicam o E.P.

(ns) nao significativo - Teste "t' de Student.
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3.4.3.2 - Atividade do material bioldgico extraido de tumores
de animais gonatectomizados tratados ou nio com pro-

pionato de testosterona

0s resultados sio mostrados nas Figs. 3.11 e  3.12.
Verifica-se que, o tratamento cronico com propionato de testos
tefona associado a orquidectomia, nao provocou alteragbes qua
litativas e quantitativas na étividade‘contrétil do - material
bioldgico extraido do tumor, no Uutero isolado de rata. O mes-

mo sucedeu com a orquidectomia isolada.

3.4.3.3 .- Efeito da incubagao com tripsina ou quimotripsina na

atividade do material bioldgico extraido do tumor

De acordo com os resultados obtidos -e apresentados
nas Fifs. 3.13 e 3.14, nao houve hidrolise do material biologi
camente ativo por agao das enzimas proteoliticas - ensaiadas,
tripsina e quimogfipsina. Observou-se, no entanto, um pequeno
aumento da atividade do material aos 15 e 30 minutos de incuba
cao, com a quimotripsina e aos 15, 30 e 60 minutos de incuba-

cao, com a tripsina. Tais alteracoes, entretanto,nfo apresenta-

ram significancia estatistica.

3.4.3,4 - Efeitos da Ciproheptadina na atividade contratil do
material bioldgico extraido do tumor, no Utero isola

do de rata
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By B2 B3 ET ET,  ER ET ER_ET B3
; a

FIGURA 3.11 - :Efeito do materiai biologicamente ativo presen-
te no extrato acetonico do tumor TEGS-2047 de a
nimais castrados e tratados com Testosterona(b),
castrados e nao tratados (c) e animais controle
(a), no utero isolado de rata.

Bl =" 2

B. - Bradicinina (2,3 x 10 M)

Z
Bs - Brad1c1n1na (4,6 x 10 SM)

- -Bradicinina (1,15 x 10 "M)

ET1 - Extrato tumoral (0,3 mg/ml)
ET, - Extrato tumoral (0,6 mg/ml)

&
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FIGURA 3.12 - Atividade contritil comparativa do material bio
logicamente ativo obtido do tumor’TEGSFZO47 de
animais castrados e tratados com Testosterona -
(Grupo I), animais_castrados sem tratamento (Gru
po II),e‘animais controle (Grupo III), no utero
isolado de rata. Os resultados correspondem a mé
dia de 4 experimentos. As barras verticais indi-
camto tELPS
(ns) néovéignificativo - Teste '"t" de Student.



FIGURA 3.13 - Efeito do material biologicamente ativo incubado
com Tripsina (TRI),Quimotripsina (QUI) e sem as
enzimas (ET), no Utero isolado de rata. Quinze
mg do extrato tumoral foram ressuspensos em 5Sml
de Tampao Tris-HC1 0,05M, pH 7.5 contendo 0,1M
de NaCl e incubados a 37°C com 400 ug de Tripsi
na-ou Quimotripsina (3mg/ml). Aliquotas de 0,4ml
dos incubados foram retiradas aos 15, 30 e 60

min. de incubacao e testadas.

B - Bradicinina (4,6 x 107°M)

ET, e ET

1 2‘—‘Extrato controle (0,6 e 1,2 mg/ml).

i
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FIGURA 3.14 - Atividade contratil do material biologicamente a

tivo incubado com Tripsina, Quimotripsina e sem
as enzimas (ET), no utero isolado de rata. As
condicdes de incubagdo foram as mesmas da  Fig.
3.13. Os resultados representam a média * E.P.de
3 experimentos.

5

B, e B, - Bradicinina (4,6 x 107°M).
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3.4.3.4 - Efeitos da Ciproheptadina na atividade contratil do
material bioldgico extraido do tumor, no Gtero isola

do de rata

Os resultados sao mostrados na Fig. 3.15.

A adicao de doses crescentes de cirpoheptadina (2 a
10ug/ml) no liquido do banho produziu uma diminuigao progressi-
vamente significativa (p < 0,0S.e p < 0,005), das respostas
contrateis provocadas pelo material biologicamente ativo ex-
traido do tumor. A menor dose de ciproheptadina utilizada (2
ug/ml) nos ensaios, no entanto, inibiu totalmente as respostas
contrateis da S5-Hidroxitriptamina (SHT). Doses de 5HT, cinco a’
" dez vezes maiores que a do seu controle também nao provocaram
nenhuma resposta contratil, no Utero isolado de rata, na 'pre-
senca de ciprohebtadina (2 a 10ug/ml). Nao foram“*t observadas
modificacoes nas respostas contrateis da bradicinina (4,6 x

107°M), na presenca de SHT e do extrato tumoral.
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FIGURA 3.15 - Efeito da ciproheptadina (CP -Spg/ml' CZ—Sug/ml
' e P;-10ug g/ml) nas respostas contratels do extra

to tumoral (ETl, ERZ’ ET; e ET4 - 0,6mg/ml) e
da 5-Hidroxitriptamina (SHTl, SHTZ—Zpg/ml'SHTs-
10ug/ml e SHT4—20ug/ml) no utero isolado de ra-
ta. B (Bradicinina - 4,6 x 10~ M) resulta-
dos representam a média * E.P. de 3 experimeg
tos. : :
(%) p < 0,05
(***} p = 0,005 - Teste "t" de Student.



e | 3.5 - DISCUSSAO
3.5.1 - Estudo do hormanio-senSibilidaHe no tumor TEGS-2047

O grande numero de pesquisés demonstfando a atividgl
‘de de receptores hormonais em neoplasias de tecidos naturaimeg
te alvo de horh6niosA como hama, prostata e endométrio 1evou»a'v
investigacoes, no sentido de se détectar a'presenga de recepto
res, nao so6 para hormonios esterdides como também. peptfdicos;
em outros tipos de tumores malignos. Hoje, receptores bara hor
monios esterdides, tém sido detectados numa grande variedade
de neoplasias, incluindo carcinomas de ovario, rim , célon, £1
bgadd e faringo-laringe, sarcomas do osso e de partes moles, me
lanoma maligno e ieucemia linfoide aguda (LEAKE, 1981; STOLL,
1982). |

Torna-sé claro, entretanto, que enquanto a  presenca
de tais receptores indica que a sintese de DNA na célula tumo-
ral, pode ser manipulada por hormonios, isso,'necéssariamente,
nao prediz que uma inibicao no‘crescimento tumoral sera resul
tante de alteragdes nos niveis de hormonios especificos(STOLL,

1982).

A demonstragdo da presenga de receptores esterdides
androgénicos e de glicocorticdides em sarcomas O0sseos e de par
tes moles, inclusive os de natureza fibrosa (CHAUDHURI et al.,

147
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1980), foi o principal argumento para se pesquisar, no presen-
te estudo, a iﬁfluéncia,do sexo, da_gonatectbmia e do tratamen
to com esfer6ides sexuais, no crescimento do tumor TEGS - 2047,
uma neoplasia de partes moles, de comprovada hatureza fibrohis
‘tiocitica, conforme demonstrado no capitulo 1. Afora este fa-
to, havia-se verificado'ao longo do manuseio do tumor, que o
mesmo, aparentemente, parecié se deéenvolver em maior escala,
quando transplantado para ratos machos, em comparacio a recipi
entes fémeas. O indice de pega nos machos também, parecia ser

maior.

A curva de crescimento comparativa do tumor, apresen
tado na Fig. 3.2, demonstra claramente que a neoplasia tem um
maior des¢nvolvimento nos animais machos embora, nem todos os
pontos da referida curva apresentem significancia estatistica.
A analise dos pesos finais dos tumores dos dois grupos experi-
mentais (machos x fémeas), entretanto, demonstra valores esta
tisticamente supe?iores, a um nivel de significancia de 5%,nos
animais machos.(Tabela III.1). Tais fatos reforcam a idéia de
um maior crescimento tumoral no grupo dos animais machos, em
relagdo ds femeas. Observa-se ainda na Tabela III.1 que o indi
ce de pega do transplante tumoral, no primeiro grupo, também
foi superior, ao longo de todos os dias experimentais, o que

corrobora com os dados anteriores.

O termo '"'sensibilidade hormonal'" tem sido usado, em
oncologia, para referir respostas clinicas ou bioldgicas a de-

terminada manipulag@o hormonal. Em bases pragmaticas, a hormo-

[+ et e e i
5 | :|‘; :“‘.__‘
UR!'-.:\.M.". ftuenat Ud uind



149.

nio-sensibilidade pode ser subdividida em duas categorias: a
"hormonio-dependéncia, ‘aplicada a tumores cujo crescimento &
‘influenciado pela ablacao de gléndulas‘end6crinas e.a ”hormé—
nio-responsividade", termo relacionado aos fumorés qﬁe podem
sofrer modificagoes no seu crescimento na presenca de hormo-

nios sexuais ou seus.éntagonistas (STOLL, 1982).

Deve-se observar, entretanto, due a resposta biolégi
ca a manipulagdao hormonal pode ser tanto inibicdo como estimu
lagao do crescimento tumoral. No caso de tumores heterogéneos,
efeitos opostos podem ocorrer simultaneamente -:em diferentes
clones . e o resultado observado, clinicamente, dependerd do ti
po de clone predominante. No caso do cancer de prdstata, por
exemplo, a administracao de hormonios androgénicos pode causar
estimulagao ou regressao do tumor, em diferentes circunstan-
cias (FERGUSSON, 1972). Também no cancer de mama, efeitos con
traditorios tém sido mostrados pelo mesmo hormdnio, em diferen
tes sitios, metastdticos ou em variadas etapas do tratamento,

no mesmo paciente (STOLL, 1981).

Na presente investigagao, verificou-se um estimulo
no crescimento tumoral, demonstrado pelo aumento dos volumes e
pesos tumorais dos animais castrados e tratados cronicamente
com testosterona (14 diésj ou com o acetato de medroxiproges-
terona (21 dias) (Figs. 3.4 e 3.5). No entanto, estatisticamen
te nao se verificou significancia estatistica (nivel minimo de
5%), em relacao ao grﬁpo de animais controle,; ou seja, nao cas

trados e nao manipulados hormonalmente. Porém, a orquidecto-
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mia isolada provocou regressao significativa (p < 0,05 a P <
0,01) dos volumes e pesos tumorais em relagao a& ‘orquidectomia

‘associada ao tratamento hormonal.

Os dados acima, portanto, demonstram que ﬁouve um
certo estimulo do crescimento tumoral, frente d& administragao
de um ester da testosterona ou de um progestinico, o acetato
de medroxiprogesterona, bem como mostra qﬁe a diminuicao dos.
niveis hormonais de esterdides sexuais, principalménte testos
‘terona,. resultante da orquidectomia nao associada a terapéuti
ca substitutiva, levou a uma consideravel redugdo do crescimen

to tumoral.

A.testoste:onaré_o principal androgeno circulante in
fluenciador da atividade secretdoria, crescimento e multiplica
cdo, de células-tanto da prostata normal como da prdstata aco-
metida de cancer (HUGGINS § HODGES, 1941). Na glandula, este
hormonio, € convertido ao seu metabolito mais ativo, a diidro-
testosterona (DHT), sendo que as células prostaticas, em menor
extensao, podem ser influenciadas por andrdgenos (androstenedi
ona e diidroepiandroéterona) produzidos pelo cortex da adre-
nal. Comparados com a testosterona e a DHT, estes sao fracos
estimulantes da atividadé'celular. Perifericameﬁte, entretan-
to, em orgaos alvo, incluindo prostata, eles sao convertidos

em testosterona e DHT (ROBINSON, 1982).

Portanto,’os efeitos estimuladores do propionato de
‘testosterona no crescimento do tumor TEGS-2047, ora apresenta

dos, se assemelham dqueles verificados no cancer de prostata
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bem como na prostata normal.

) 0 aumento significativo nos pesos da préstata e vesi
cula seminal dos animais submetidos ao tratamento androgénico,
confirmam os dados referidos por ROBINSON, 1982, no paragrafo

anterior.

0 acetato de medroxiprogesterona e o acetato de me-
gestrol, sao dois agentes progestinicos qué competem com o Te
ceptor androgénico no citosol da célula e também bloqueiam a
atividade da enzima 5-og-redutase, que converte-a testosterona
em DHT. Além disso, tem-se referido que estes hormonios supri-
mem a testosterona plasmatica circulante e inibem .a produgao
de androgeno pela adrénal (GELLER et al., 1978; ROBINSON,1982).
Por estas razdes, tais hormdnios tém sido usados na terapéuti

ca hormonal do cancer de prostata (CHISHOLMON & BEYNON, 1982;

ROBINSON, 1982).

Os efeitos estimuladores-do acetato de medroxiproges
terona no tumor TEGS—2047, aqui demonstrados, sao, portanto,
contraditérios em relagdao aos encontrados por alguns pesquisa-
dores, no cancer de prostata. Tal estimulo pode, entretanto,
ser simplesmente o resultado de um maior aumento de sintese
protéica. Esta hipotese foi reforcada pela verificagao de au-
mento significativo no peso*dp figado, no grupo de animais tra

tados com o acetato de'medroxiprogesterona ou com testosterona.

Os dados acima, portanto, sugerem uma provavel hormo

nio-dependéncia e em menor escala, uma hormonio-responsividade,
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no tumor fibrohistiocitico estudado.Tornam-se necessarios, entre
tanto, estudos pormenorizados a nivel estrutural e bioquimico
para que se confirme tal tumor, como mais um modelo experimen

tal de neoplasia hormdnio-sensivel.

3.5.2 - Material biologicamente ativo detectado no tumor TEGS-

2047

Ao longo dos anos, varios foram os mediadores quimi-
cos detectados ém_tumo:es experimentais e humanos. Nesse con
texto, 0s tumores carcinoides de diversos sitios, téem se des-
tacado como produtores de varias substancias tumorais, entre
elas S—hidroxitriptamina (serotonina) ,histamina, cininas,pros-
taglandinas, catecolaminas, ACTH e alguns outros hormonios pep

tidicos, conforme referido na Introdugao.

A deteccao da presencga de prostaglandinas e substan-
- cias simile no tumor TEGS-2047, em estudo (TROMPIERI, 1984) .,
4

tornou-se um grande incentivo para a pesquisa de outros media-

dores porventura existentes na neoplasia.

Verificou-se na presente investigacdo a - -ocorréncia
de um material biolqgicémente ativo (MBA), obtido a partir do
homogenato do tumor TEGSTéO47, utilizando-se métodos de extra-
gdo geralmente empregédés para a detecgdo de hormonios pepti-
dicos, tais como a substancia P, neurotensina e outros (CHANG

§ LEEMAN, 1970).
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Dos solventes empregados, o metanol e a acetona de-
monsfraram-se mais efetivos na extragdo do MBA, ao passo que o
etanol nio apresentou eficicia para este propésito. Tal fato
foi comprovado pela verificacao em Utero de rata e ileo de co-
baia, de maior atividade contratil do MBA, extraido com meta
nol ou acetona, em relagao aquele obtido com o uso do etanol

(p < 0,005).

A atividade do MBA foi comprovada até 30 dias apés a
sua_extragéo e estoque do po em placa de Petri siliconizada a

=208%C.

Andrdgenos siao reconhecidamente estimuladores da sin
tese de um grande numero de proteinas em numerosos - tecidos,
tais como figado, rim, prostata e vesicula seminal (LIAO &
CHEN, 1982). No presente estudo,o tratamento cronico com tes-
tosterona (300ug/100g de peso/14 dias) de animais gonadectomi-
zados e inoculados com o tumor TEGS-2047, n3o provocou altera
- ¢oes quantitativas ou qualitativas, na atividade contratil do
MBA presente nos extratos tumorais. A gonadectomia isolada tam
bém nio modificou as respostas contrateis do MBA. Portanto,pro
vavelmente a sintese do MBA pelo tumor, nao ‘v;Ofre alteracoes
frente a administragao ou ‘ﬁJpressio do hormonio - androgénico,
o que diﬁinui.é pﬁssibiiidaae € sia itigena proteica.

A incubagéo.do MBAlcom as enzimas pfoteoliticas,
tripsina e quimotripsina, ndo levou a hidrdlise do mesmo, o que

de antemdo, afasta a possibilidade da presenga de alguns poli-
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peptideos neste material, inclusive bradicinina.

Na Tabela III.4 € apresentada a matriz de identifica
cao de provaveis polipeptideos e aminas biogénicas que poderi

am ocorrer no extrato tumoral.

Observando-se a matriz e os'dados apresentados nas
Figs. 3.5 a 3.14 bem como levando-se em consideracdo que,em
quase todos os banhos, adicionou-se um anfi—histaminicd e . um
anticolinérgico muscarinico, afastou-se a ocorréncia, no ex-
trato tumoral, de uma série de mediadores quimicos, entre 0os
quais: bradicinina, angiotensina, substéﬁcia P, histamina, ace

tilcolina, ocitocina, vasopressina e catecolaminas.

A ciproheptadina &€ um composto cuja formula estrutu-
ral lembra em muito a dos antagonistas de receptores Hl’ tipo
a fenotiazina, sendo por isso um efetivo bloqueador desses re-
ceptores. Possue uma proeminente atividade bloqueadora de 5-hi
droxitriptamina em varios misculos lisos, incluindo Ileo de
cobaia e Utero de rata, além de demonstraf uma certa atividade

anticolinérgica (DOUGLAS, 1985).

A adicdo de ciproheptadina, conforme verificada na
‘Fig. 3. 15 1inibiu totalmente as respostas contrateis devi
das a SHT e parcialmente équélas produzidas pela adicao do
MBA, nos banhos das preparagSes. 0 bloqueio, neste Gltimo ca-
so, foi progressivo com o aumento das doses de ciproheptadina.
Estes dados sugerem a presenga, no extrato tumoral, de um com-

posto triptaminico-simile que, pode, nao necessariamente, tra-

C | UMIVERSIGADE 1i3iint D3 CEAR
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TABELA III.4 - Matriz de identificagao de alguns polipeptideos
biologicamente ativos e aminas biogénicas (modi
ficado de ROCHA § SILVA, 1970)

Testes Utero de rata TIleo de cobaia Destruigdo por
piglogicos com AH sem AH com AH sem AH e Quimo
' e/ou,, €/ou e/ou e/ou r;psi trip=
Agentes AT _ AT AT AT a sina
Bradicinina e cini + + + + 0 Rl

nas relacionadas

Angiotensina- dige - o + o+ +
Substancia P * + + + + “
Histamina 0 . . 0 ks 0 0
Acetilcolina 0 + 0 RS 0 0
5-HT NR + +ou .0 + 0 0
Ocitocina ¥ NR. + 0 0 0 0
Vasopressiva . NR + 0 0 0] 0
Catecolaminas gon~- 0 ou = NR = 0 0

(*) Anti-histaminico
(**) Atropina

\

+ significa: contragao e destruigao por enzimas
- significa: relaxamento.

0 significa: sem efeito e insensivel a enzima



156

tar-se de S5-hidroxitriptamina.

Dosagens de aminas biogénicas realizadas muito recen
'temente, através da espectrofotofluorimetria, em um numero re-
duzido de animais portadores do tumor TEGS-2047 sao apresenta
das na Tabela III.5. Verifica-se que o tecido tumoral nao de-
monstra niveis de 5-HT suficientes para se pensar na produgao
ectopica desde mediador pelo tumor fibrohistiocitico, ora estu

dado. Entretanto, um numero bem maior de amostras €- necessa-

rio para a obtencao de resultados conclusivos a este respeito.

A possibilidade da ocorféncia;wno MBA, de prostaglan
dina foi afastada, logo de inféio pelo proprio método de extra
cao deste material e,a seguir,confirmada pelo tratamento pré-
vio dos animais portadores do tumor, com um inibidor da sinte-
se de prostaglandinas (AAS), o qual nao modificou em nada a a

tividade contratil do MBA, no uUtero de rata e ileo de cobaia.

Faz-se ‘necessdrio, diante dos dados apresentados nes
te estudo, um maior numero de ensaios farmacologicos, "in vi-
vo" e "in vitro'", para se concluir acerca da natureza do mate
rial biologicamente ativo extraido do tumor TEGS-2047.

N
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IV - CONCLUSOES GERAIS

A microscopia Optica e eletrdnica, o. tumor TEGS-2047, mos-
trou-se constituido por células histiociticas-simile, prin
cipalmente, fibroblasticas-simile e células indiferencia-

das.

A citoquimica enzimatica foi fortemente positiva para a
-a-naftil acetato esterase e fosfatase acida, indicando a

natureza histiocitica do tumor.

-0 estudo imunohistoquimico no tecido tumoral revelou posi-
‘tividade nas reacOes para Lisozima e Vimentina, confirman
do a sua natureza fibrohistiocitica e portanto, indicando
a sua inclusao na categoria dos . Fibrohistiocitomas Malig

nos.

A incidéncia de metastase foi muito pequena (3,3%), demons
trando um menor potencial agressivo quando comparado com
outros tumores de partes moles, fibrohistiociticos ou nao,

descritos na literatura.

A curva de crescimento do tumor mostrou um padrdao compati

vel com um crescimento do tipo GOMPERTZIANO.

A anialise dos parametros cinéticos estudados (Kg. TPD’ Ths

Ke» KL e #) no tumor sugerem que O progressivo aumento da

perda celular, muito mais que a também progressiva redugao
' \
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da produgdo celular, € um fator decisivo a contribuir para
a diminuigao da taxa de crescimento nos ultimos dias de e-

volugao do tumor.

A curva de crescimento do tumor em animais machos e fémeas
revelou um maior desenvolvimento tumoral nos animais ma-

chos.

O tratamento de animais castrados, portadores. do tumor,com
hormonios esterdoides (testosterona ou acetato de medroxi-
progesterona) levou a um aumento nos volumes e pesos tumo

rais, sugerindo um estimulo no crescimento tumoral.

A gonadectomia nao associada ao tratamento hormonal provo:
cou redugao nos volumes e pesos tumorais, afetando portan

to, o crescimento do tumor.

Sugere-se, portanto, a existéncia de uma possivel  hormd-
nio-dependéncia e/ou hormonio-responsividade no tumor TEGS-

2047.

Comprovou-se a ocorrencia de um material com atividade

bioldgica nos extratos tumorais metandolicos ou acetonicos.

Os ensaios farmacoldgicos sugerem a presenca neste material de
um composto triptaminico-simile, o qual pode, nao necessa

riamente, tratar-se de 5-Hidroxitriptamina.



RESUMO

Um tumor espontaneo surgido na regiéo da glandula
salivar (TEGS-2047) de um rato albino Wistar e logo depois
traﬁsplantado com Trocarter, foi estudado quanto a° varios as
pectos: (a) caracterizagao histologica (histopatologia, ultra
estrutura, citoquimicé enzimdtica e imunohistoquimica); - (b)
. potencial metatastatico; (c) cinética de crescimento, usando
um bloqueador de mitoses (Vincristina); (d) hormonio-sensibi-
'lidade e (e) pesquisa de substancias Biologicamente ativas,

produzidas no tumor. Os resultados revelaram que:

(a) A micrdscopia optica (MO) e eletronica (ME), o
‘tumor apresentou-se constituido por células histiociticas-si-
mile, principalmente, células fibroblasticas-simile e células
indiferenciadas. A citoquimica enzimatica foi fortemente posi
tiva para a c-naftil acetato esterase e fosfatase acida, suge
rindo, juntaﬁente éom_a M.0.. e M.E., a natureza histiocitica
da neoplasia. O estudo imunohistoquimico, usando marcadores
histiociticos (Lisozima, o} Antitripsina e ol Antiquimotrip-
siﬁa) e de filamentos intermediarios (Vimentina), mostrou-se
positivo para a Lisozima e Vimentina, confirmando a mnatureza
_fibrohistiocitica do tumor e indicando, portanto, a sua inclu

sio na categoria dos Fibrohistiocitomas Malignos (FHM):

(b) A incidéncia de metastase foi baixa -(3,3%):

\
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c) A curva de crescimento do tumor foi compativel
com um pédréo que segue a fungao de GOMPERTZ. As diferengas
entre os valores das taxas de produgao celular (KB), calcula
das no 99,18° e 27° dias, nao foram t3dao marcantes, embora te-
nha se encontrado diferenga estatistica significativa (p <
0,05)° entre és KB do 9% e 27° dias. Os valores dos indices mi
toticos (IM) para cada um desses dias, deﬁonstrou haver  uma

- diminuicdo progressiva das mitoses, a medida que o tumor evo
lui. O tempo potencial de duplicagao (TPD) foi progressivamen
te maior com a evolugao do tumor, embora a diferenga entre
seus valores ndo tenha sido consideravel. Ja o tempo de dupli
cacao real CTD)‘aumentou conside;avelmente com o tempo. Os va

- lores das taxas de crescimento (KG) para os dias experimen-
tais, 9, 18 e 27, revelaram uma diferenga marcante no cresci

~mento tumoral,‘principalmente entre o0 92 e 27° dias. 0Os valo-
reé das taxas dé perda celular (KL) e dos indices de perda ce
lular (4), nestes dias, demonstraram um aumento significativo
da perda celular, proporcional ao tempo de evolugao do tumor.
No 27¢ dia, o tumor chegou a perder quase 92 células para ca-
da 100 que produziu. Concluiu-se que, o aumento da perda celu
lar, muito mais qué a diminuicao da produgao celular, € um fa
tor decisivo para redugao da taxa de crescimento nos ultimos

dias de evolucao do tumor;

(d) Houve um estimulo no crescimento tumoral, de-
monstrado pelo aumento dos volumes e pesos tumorais, de ani

mais gonadectomizados e tratados com testosterona (14 dias)
: : . ‘
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ou acetato de medroxiprogesterona (21 dias). A gonadectomia
isolada provocou regressao significativa (p < 0,05 a p<0,005)

‘dos volumes e pesos tumorais;

(e) Detectou-se a presenca de um material biologica
mente ativo (MBA), obtido a partir do extrato éumoral metanéli
co ou acetdnico. O MBA provocou respostas contrateis (0,3 a
1,2mg/ml) dose-dependentes no utero de rata e Ileo isolado de
cobaia, comparaveis as provocadas por bradicinina (2,3—10_5M);
4,6 x 10_5M e 1,2 x IO-SM) nestas preparacoes.0 MBA nao so-
freﬁ alteracoes em sua atividade contratil frente ao tratémeg
to cronico de animais inoculados com o tumor,'covaAS ou pro-
.pionato de testosterona. O MBA n3o sofreu hidrolise enzimati-
ca-quando incubado com tfipsina ou quimotripsina. Doses cres
centes de ciproheptadina produzifam um bloqueio progressiva-
mente significativo (p < 0,05 e p < 0,005) das respostas con
trateis do MBA, no uUtero isolado de rata. Sugeriu-se, entao
a ocorréncia no MBA extraido do tumor TEGS-2047, de um compos
to Triptaminico-simile, que pode, nao necessariamente, tratar

se de 5-Hidroxitriptamina.



ABSTRACT

A spontaneous tumor arised on the ragion of
salivar gland (TEGS-2047) of a Wistar rat and transplanted
with trocarter‘was studied under several aspects: (a)
histologycal characterizationChistopathology, ultrastructure,
enzimatic cytochemistry and immunohistochemistry); (b)
metastitic potential; (c) stathmokinetic study using .. Vincristine;
(d) Hormonal sensitivity and (e) search for bioactive substances

produced by the tumor. The results showed:

(a) Optical and eletron microscopy studies(OM and EM)
revealed .that the tumor 1is mainly constituted by histiocytic-like
cells and also fibroblastic-like «cells and undifferentiated
celss.The enzymatic cytochemistry was strongly positive . for
an o-naphthyl acetate esterase and acid phosphatase, suggesting
the histiocytic ﬁature of this neoplasm. Immunohistochemistry
study using histiocytic (Lisozyme, a-1l-Antitrypsin and i
Antichymotrypsin)and intermediate-sized filaments (Vimentin)
markers showed activity‘ only for Lisozyme and ~Vimentin
confirming the fibrohisiiocytic_ nature of the tumor and
suggesting that it may be considered as a malignant fibrous

histipcytoma (MFH);

(b) The incidence of metastasis was low (3,3%);

(c) The tumor growth curve was consistent with the pattern of

167
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GOMPERTZ function. The variation in the birth rate of new
cells (Kp) calculated on the 9th, 18th and 27th were not
large although it was found they were statistically significative

(p < 0,05) for the K, on the 9th and 27th days. The mitotic

B
index values (MI) for each of these days demonstrated a
progressive decrease in the mitosis'during'dw tumor evolution.
The poteﬁtial'populatiqn doubling time (TPD) increased with
the tumor age although it had been expected to be longeé.
However population doubling time (TD) did 1increase markedly .
with the tumor age. The growth rate (KG) values on the.9th,
18th and 27th days exhibited a large difference in the tumor
growth mainly between the 9th and 27th days. The rate of cell
ioss CKL) and cell 1055 factor () in those days showed a
significant increase in cellular loss which was proportional
to the time of tumor eyolution. On the 27tﬁ day the tumor
has even lost 92 out of 100 cells produced. It was concluded
that the increase of cellular loss, which was more than. the
decrease in the cellular production is a strong factor for

the reduction of the growth. rate in the 1last days of the

tumor evolution;

1

(d) There. was a stimulus for the tumor growth in
castrated: animals 'tfeated with testosterone (14 days) or
medroxyprogesterone acetate (21 days)as shown by the increase
of the tumor volumes and tumor weights. Castration only provoked

a significant decrease (p < 0,05) to p < 0,005) in the tumor
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volumes and tumor weights;

(e) It was detected the presence of a biologycally
active material (BAM) obtained from the tumor methanol or
acetone extracts. The BAM (0,3 to l,ng/ml)_ was able to
contract isolated rat uterus and isolated guinea - pig. ileum
in a dose-dependent manner which coul be compared to bradykinin

M, 4,6 x 10™° and 1,2 x 10°°M). The

responses (2,3 x 10~
activity of the BAM was not modified when‘ the animals were
cronically treated with AAS or testosterone propionate. Trypsin
and Chymotrypsin did cause hydrolisis of the Bam. The responses
of the BAM in rat isolated uterus were blocked by cyproheptadine
in a dose-dependent manner (p-< 0,05 and p < 0,005). It was

- suggested then the presence of a tryptamine-like substance

in the tumor TEGS-2047.
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