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PRÓLOGO

A nossa pesquisa sobre CÂNCER não se traduz somente

como uma inquietação de natureza académica. Na verdade,ela re

vela também um pouco das nossas preocupações enquanto profit

sional da saúde, enquanto cidadão, residindo e trabalhando nu

ma cidade, onde, entre 1978 e 1980, as neoplasias malignas o-

capavam o segundo lugar entre as causas de morte, em homens e

mulheres, com 978 óbitos masculinos e 1.185 óbitos 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-

mens e de 58,9 por 100.000 mulheresÇ*^.

Nesses termos, o câncer com seus níveis atuais de

incidência e de mortalidade, se justifica como serio proble-

ma de saúde pública e, em termos de projecoes, dada a sua ten

dêncía ascendente, a importância dessa doença se ampliara. Va

rios são os condicionantes que determinam um rismo aumentado

para o câncer, o que implica na necessidade de conjugação de

esforços para eliminar, deter ou atenuar-os efeitos .-...desses

condicionantes, no sentido de solapar o curso acessivo -dessa

enfermidade e inverter sua marcha.

(*) Informações retiradas do livro de Marcelo Gurgel C.
Silva, Câncer em Fortaleza: morbidade e mortalidade

-período de 19^78--a Ï9807 pâgs. 83/4. -
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Portanto, este trabalho científico para a conclusão

do nosso mestrado em Farmacologia ultrapassa os limites do a-

cademicismo e pretende ser uma contribuição na tentativa mais

ampla de superação de alguns dos graves problemas de saúde.

O que apresentamos aqui ë o resultado de quatro a-

nos de investigação, estudando um tumor espontâneo.surgido na

região da glândula salivar de um rato Albino (Tumor TEGS-

2047). Esse tumor vinha sendo mantido em nosso Departamento e

j ã havia se constituído em objeto de estudo para outros pes-

quisadores.

No primeiro momento nos decidimos por uma abordagem

farmacológica da neoplasia e, posteriormente, sentimos a ne-

cessidade de uma definição histológica.do:tumor. No final, a

estruturação dos capítulos desta dissertação reflete claramen

te o desenrolar da nossa pesquisa.

Desse modo, no primeiro capítulo caracterizamos o

tumor, do ponto de vista histológico. Para tal, lançamos mão

de técnicas de histopatologia convencional, associada ao estu *•

do de microscopia eletrõnica, bejn como de citoquímica enzimã-

tica e imunohistoquímica. No segundo capítulo relatamos o es_

tudo da cinética de crescimento do tumor e, no terceiro capí-

tulo apresentamos a abordagem farmacológica da neoplasia. Nes^

se caso, estudamos a influência do sexo, da gonadectomia iso-

lada, ou associada ao tratamento com esteroides Sexuais (an-

drôgeno e progestâgeno), bem como procuramos detectar a pre^

sença de substância(s) biologicamente ativaCs), produzidaCs)

xxii
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pelo tumor. -•

A medida em que desenvolvíamos a pesquisa, nos depa

ramos com uma dificuldade de ordem metodológica: na nossa Uni
•*^

versidade não tínhamos condições de fazer a classificação his

tolõgica do tumor. Esse problema foi superado quando nos des-

locamos ate São Paulo e tivemos acesso ao Departamento de Pa

tologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto e Departa

mento de Patologia da Faculdade de Medicina Júlio de Mesquita

(Botucatu), onde realizamos a^caracterização do tumor e inici

amos o estudo cinético, que concluímos no Departamento de Fi-

siologia e Farmacologia da UFC. A abordagem farmacológica foi,

na sua totalidade, desenvolvida neste mesmo Departamento.

Portanto, este trabalho ê fruto de um esforço con-

junto, envolvendo instituições e pessoas.

r
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CAPITULO l

CARACTERIZAÇÃO DO TUMOR TEGS-2047 CHistopatologia, ultraestru
ra, citoquímica enzimâtica, imunohistoquímica e potencial me-
tastâtico).
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1.1 - INTRODUÇÃO

1.1.1 - Fibrohistiocitoma maligno humano

Os fibrohistiocitomas malignos (FíiM) humanos também

referidos como fibroxantossarcomas e fibroxantomas malignos,

são sarcomas que ocorrem mais comumente nos tecidos moles pro^

fundos e menos frequentemente nos tecidos moles superficiais.

CP'BRIAN § STOUT, 1964;MERKOW et al.,1971;KEMPSON § KIRIAKOS,

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

A ocorrência dessas neoplasias é hoje bastante re^

conhecida graças as descrições pioneiras de O'BRIAN ^ STOUT,

era 1964, os quais introduziram o conceito de tumores fibrosos

malignos diferindo do já conhecido fibrossarcoma. Posterior-

mente, KEMPSON § KIRIAKOS C.1972) e SOULE § ENRIQUEZ C1972) dl

vidiram esses tumores em categorias , introduzindo critérios

de avaliação da agressividade dos mesmos, tais como: presença

de um padrão "em redemoinho" e de células pleomõrficas bizar^

rãs e frequência de mitoses.

Em 1978, WEISS § ENZINGER, baseados na analise dos

achados clínico-patologicos de 200 casos de FHM, descreveram

tais tumores como sendo sarcomas pleomõrficos.primitivos, mos_

trando diferenciação parcial fibroblástica e histiocítica, in

dicada pela produção de colãgeno e fagocitose ocasional. Des-

l
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.creveram ainda que, os FHM, em sua forma clássica, são consti

tuídos de células fusiformes (fibroblásticas-símile) e arre-

dondadas (histiocíticas-símile), arranjadas num padrão "em re

demoinho" e acompanhadas por células gigantes pleomorficas e

células inflamatórias.

Ë hoje evidente que os FHM são os sarcomas de par-

tes moles mais comuns na vida adulta tardia (SOULE § ENRIQUEZ,

li9Z2; ;,,/WEISS-- S ENZINGER, 1978; KEARNEY et al.,1980), ten

do sido descritas várias formas distintas de apresentação dos

mesmos, incluindo FHM fibroso, FHM histiocítico ê FHM pleomõr

fico com variantes mixõide e 'inflamatória (SOULE § ENRIQUEZ,

1972; FU et al., 1975). Entretanto o histiocitoma maligno e o

retículossarcoma de partes moles não fazem parte do grupo

dos FHM devido a ausência do componente fibroblâstico (ENJOJI

et al., 1979). .

Devido a esse alto grau de variação no padrão morfo^

lógico, os FHM foram,e ainda têm sido.frequentemente confunde

dos com outros sarcomas,tais como o rabdomiossarcoma pleomõr-

fico, o lipossarcoma e o fibrossarcoma. Como resultado a VQT_

dadeira incidência e o potencial biológico desses neoplasmas

não têm sido perfeitos e .definitivamente determinados (WEISS

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

Embora ~a Origem histiocítica dos FHM tenha sido con

siderada por alguns autores CKAUFFMAN § STOUT, 1961; KEMPSON

S KYRIAKOS, 1972), outros mais recentemente têm sugerido sua

origem a partir de uma célula primitiva mensenquimal (FU et
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al., 1975; TAXY ^ BATTIFORA, 1977; LAGACE et al., 1979;ENJOJI

et al., 1980). No entanto, a precisa histogênese dos FHM per-

manece controversa,-havendo necessidade de maiores estudos(KE-

ARNEY et al., 1980). Nesse sentido, tem-se sugerido a criação

de modelos experimentais de FHM em animais de laboratório(GRE

AVES et al., 1985).

1.1.2 - Tumores fibrohástiocíticos em animais experimentais

O aparecimento de sarcomas de partes moles em vã-

rias cepas de ratos idosos é um fenómeno bem conhecido e re-

gistrado na literatura. Tais tumores, descritos como originã-

rios de células mesenquimais, têm recebido denominações vã-

rias como fibrossarcoma, lipossarcoma, leiomiossarcoma e sar'

comas indiferenciados (CARTER, 1973; GOODMAN et al., 1979,

1980). Entretanto, apenas recentemente é que o conceito de f 3^

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 injeção subcutânea de certos extra-

tos de plantas. Em 1980, YUMOTO §• MORIMOTO reportaram expert

mentos com fibrohistiocitomas surgidos em camundongos inocula^

dos com macrofagos transformados de medula óssea. Em adição,

foi demonstrado que a administração subcutânea de 4 (hidroxia^

mino) quinolina-1-oxido em ratos também produziu fibrohistio-
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citomas malignos semelhantes aos humanos(KQNISH et al.,1982).

Mais recentemente, FHM em ratos surgiram nos locais de implan

'tacão de filtros de miliporo CGREAVES et al., 1985), bem como

registrou-se o desenvolvimento e caracterização de um tumor

da linhagem histiocítica-macrofãgica transplantãvel intraperi^

tonealmente em ratos Wistar (KHAR, 1986).

Alem disso tem-se demonstrado a ocorrência esponta

nea de alguns tumores de partes moles em ratos idosos , com

características biológicas, histológicas e ultraestruturais

semelhantes ás descritas nas neoplasias fibrohistiocíticas hu

manas (SQUIRE et al., 1981; BARSOUM et al., 1984).

•j

1.1.3 -.Caracterização das neoplasias fibrohistioçíticas

A base para o argumento de que esses tumores são

parcialmente histiocíticos ë suportada por observações ã mi-

croscopia óptica convencional, incluindo entre outras,sinais

de fagocitose; achados ultraestruturais, tais como atividade

lisossômica intensa e estudos de histoquímica enzimãtica, de-

monstrando a presença de enzimas hidrolíticas como a fosfatar

se acida e as esterases inespecíficas, a naftil acetato este-

rase ou a. naftil butirato esterase C.FU et al., 1975; TAXY ^

BATTIFORA, 1977; ALGU.AC I L-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 beníg-
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nos, caracterizaram funcionalmente os. histiocíticos através

da detecção de receptores de superfície para a porção Fe da i

munoglobulina G, receptores de superfície para C3, imunofago-

citose de eritrõcitos opsonizados e enzimas lisossomais. Tais

procedimentos foram usados recentemente na caracterização de

um tumor da linhagem histiocítica-macrofãgica em ratos (KHAR,

1986).

A utilização de técnicas de imunohistoquimica tem

permitido localizar vários antígenos em histiõcitos de teci^

dos normais. Alfa-1 Antitripsina CA-, AT) foi demonstrada em

histi^citos de fígado e tecido linfoide (ISAACSON et al.,

1981), Lisozima foi visualizada em células de Kupffer do figa

do, nos seios histiocíticos de linfonodos e em células monoci

toides de medula óssea ^ÍASON § TAYLOR, 1975; LI el al.,1972).

Alfa-1-Antiquimotripsina ÇA^ACT) foi também demonstrada em t^e
eidos linfõides, particularmente nos histiõcitos da polpa e

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

Alguns estudos recentes tem mostrado a presença de

Lisozima, Alfa-1-Antitripsina e Alfa-1-Antiquimotripsina em

fibrohistiocitomas humanos e em outros tumores de suposta on

gem fibroblástica-histiocítica, utilizando-se a técnica da i-

munoperoxidase (BÜRGDORF et al.. 1981; Du BOULAY, 1982; KIND-

BLOM et al., 1982). Marcadores de filamentos intermediários
como a VimentJLna, também têm sido usados no diagnóstico de

sarcomas de partes moles C.GABBIANI et al., 1981).

No campo da patologia de tumores experimentais, en-
tretanto, técnicas de imunohistoquímica não têm sido largamen

JiíiÏíiiSiíJSiJÍ fíij^iil ijij CEíSâ
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te utilizadas. Apenas recentemente um grupo de vintesarcomas

histiocíticos em ratos Wistar foi caracterizado através da

'técnica da imunoperoxidase (BARSOUM et al., 1984).

1.1.4 - O tumor TEGS-'2047

BEZERRA DE ARAÜJO e colaboradores, em 1980, descre-

veram o aparecimento espontâneo de um tumor na região corres-

pendente a da glândula salivar de um rato adulto, albino, Wis

tar, pertencente ã Colónia do Biotêrio do Departamento de Pa-

tologia e Medicina Legal do Curso de Medicina da UFC. O a

nimal ficou em observação por 30 dias, quando a massa tumoral

já comprometia o olho direito e estava ulcerada ^ (Fig* 1>1) .

Foi então sacrificado e, apôs ressecçao completa do tumor,

fragmentos foram utilizados para estudo histopatolõgico e pa-

ra o transplante em ratos receptores Wistar, pela técnica do

trocarter. Não foram encontradas metãstases. Segundo os auto^

rés, ao exame microscópico o tumor apresentava extensas áreas

de necrose e era constituído basicamente de 2 tipos celula-

rés: a) células arredondadas pequenas, hipercromãticas, com

escasso citoplasma e b) células de aspecto fusrforme, com a-

bundante citoplasma eosinofílico.. Descreveram ainda, a presen

ca de cartilagem, áreas mixoides, glandulares, e mesmo glande

las sebáceas. As mitoses eram frequentes, principalmente nas

zonas de predomínio das células fusiformes^

Para os 5 primeiros transplantes^ a neoplasia ficou
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va ulcerada QGentileza do Prof. Roberto Wagner
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mantida basicamente as custas das células fusiformes. Reporta

ram ainda que, em virtude do grande pleomorfismo histológico

do neoplasma, não foi possïvel .enquadra-lo em nenhum dos ti-

pôs descritos na literatura e, por isso, o tumor foi denomina.

do de TEGS-2047, significando Tumor Espontâneo na Região da

Glândula Salivar e, 2047; o seu número de registro.

Apôs 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 subcutâneos

pela técnica do trocarter CHAMBURGER § FISFíMAN, 1953), encon

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

TROMPIERI, 1984 CTese de Mestrado - UFC), descreveu

características histológicas semelhantes as descritas por BE-

ZERRA DE ARAÜJO et al, para o tumor TEGS-2047 sem, no entan-

to, enquadra-lo em alguma categoria histológica ou mesmo pro^

por alguma classificação para o mesmo.

Viu-se portanto, a necessidade de um estudo morfolo^

gico mais profundo, usando técnicas outras, além da microsco^

pia óptica usual, na tentativa de caracterizar tal neoplasia.

Supôs-se então, pelo padrão histológico descrito ate agora,

queo tumor original poderia ser u-nia neoplasia de partes mo-

lês ou mesmo um fibrohístiocitojna, que ë o mais comum tumor

de partes moles descrito em ratos CGREAVES § PACCINE, 1981).

,i
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1.1.5 - Objetivos

^

Foram objetivos deste primeiro capítulo:

l) Demonstrar a suposta natureza fibrohistiocítica

do tumor TEGS-2047, através da mícroscopia óptica, microsco-

pia eletronica, citoquímica enzimática e imunohistoquímica.

2) Pesquisar o aparecimento de metãstases.
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1.2 - MATERIAL

1.2.1 - Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos CRa-ttus norvegicus),

variedade Wistar, machos, com peso médio de 120 gramas, com

30 a 50 dias de nascidos, provenientes da Colónia do Biotério

do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Todos

os animais foram mantidos em gaiolas de aço inoxidável na pa-r

te superior recebendo água "ad libitum" e ração balanceada

Coelhex (CBR). -

I
í
"i

:<
1

1.2.2 - Soluções fisiológicas
-i

Ringer com lactato de sódio, Química Farmacêutica

Gaspar Viana: NaCl 6g; KC1 0,3g; CaCl-^H^O 0,2g; Xactato de só

dio 3.lg (concentração por litro).

Solução de cloreto de sõdio 0,9^; Química Farmacëu

tica Gaspar Viana.

1.2.3 - Drogas e marcadores antigënicos

Anticorpos priinários: Anti-lisozima; Anti-alfa l ân-

tripsina; Anti-alfa l anti-quimotripsina e Anti-vimentina(DA-

KO Laboratórios, Dinamarca).

10
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Anticorpos secundários biotinilados (Vector Labora-

torios, California).

Cloranfenicol (Sintomicetina.Laboratório Lepetit).

Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase .(Vector Labora-

tórios, California).

Tripsina CWorthington Biochemical Corp. peptides) .

1.2.4 -Reagentes e Corantes J

-)

- Acetato de uranila (Me.rck)

- Acetato de chumbo (Merck)

- Acetato de sõdio ÇMerck)

- Acido clorídrico (Merck)

- Amino-etil-carbazol (Sigma Chemical Co.)

- Albumina bovina sêrica (Sigma Chemical Co.) -

California)

- Álcool etílico (Merck)

- Aldeído glutâr.ico (Sigma Chemical Co.)

-.Alfa naftil acetato (Biosynth Riedel de Haen)

- Azul de Trypan (Merck)

- Dietilbarbiturato de sódio (Sigma Chemical Co.)

- Dimetilformamida (Vetec Quimicai Fina Ltda.)

- Eosina CMerck)

- Formaldeído (Herzog- sol. a 40â e 100s)

- Fosfato de potássio CMerck)

- Fosfato de sódio bifásico (Montedso-n Farmacêutica

i1
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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 acetate (Biosynth Riedel de Haen)

- Nitrito de. sódio CMerck)

- Metanol (Reagen)

- Pararosanilina CSigma Chemical Co.)

- Tetroxido de õsmio (Merck)

1.2.5 - Aparelhagem

- Autoclave Fabber

- Balança Mettler modelo P,

- Banho-Maria, Soe. Fabbe Ltda.

- Estufa de Secagem e Esterilização, FANEM, modelo

315 SE

- Microscópio Binocular Zêiss Standart acoplado com

câmara fotográfica Zeiss

- Microscópio Eletrõnico Zeiss EM 109

- Medidor de pH, Netron'

- Microtome Spencer 820

- Ultramicrotomo Sorvai 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 lamïnulas

- Luvas cirúrgicas

-Material cirúrgico: pinças, bisturi, tesoura, tro

carter, fios de algodão

- Parafina para preparações histológicas, QUEEL

- Pipetas e provetas • .

- Placas de Petri do tipo bacteriológico, PYREX

- Seringas de 1,3 5 e ZOcc - BD.

J
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1.3 — MÉTODOS

1.3.1 - Técnica de transplante

•4

Os animais doadores com 14 dias de evolução do tu-

mor (TEGS-2047), foram sacrificados por inalação cora éter etí

lico, em condições õtimas de assepsia, mediante esterilização

da pele com solução de álcool iodado. A seguir,foi feita uma

incisão na pele que recobre o tumor, tendo sido este completa

mente excisado. Apôs aexërese, o material foi colocado em

placa de Petri contendo 19ml de Ringer lactato e l,0ml de cio

ranfenicol em solução de lOOmg/ml, para lavagem. Em seguida,

as partes necrosadas do tumor foram retiradas e o restante,

já totalmente limpo, foi transferido para outra placa de Pe-

tri com as mesmas soluções da anterior, para manutenção. Apôs

esse procedimento, foi feito o recorte dos fragmentos com ta_

manho de 1,0 x 0,4cm. O ringer lactato foi usado com a finale

dade de manter as células neoplâsicas com vitalidade,enquanto

que o cloranfenicol foi adicionado na intenção de inibir a

proliferação bacteri.ana.

Os animais receptores foram submetidos a anestesia

com éter etílico e feita assepsia da pele com álcool etílico.

Por meio de um trocarter (HAMBURGER ^ FISHMAN, 1953) injetou-

se por volta de 70-75mg de tecido tumoral na região lombar,

14
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de cada animal receptor. Tentou-se anteriormente, obter uma

suspensão de células para o transplante com uma acurada conta

gem de células tumorais viáveis (PAUL, 1975). Para tal utili-

zou-se uma enzima proteolítica, a tripsina para isolamento das

células e o azul de Trypan para julgamento da viabilidade ce-

lular. Com este método consegiiiu-se um índice de pega menor

que 50^ quando se inoculava por via subcutânea 2 x 10U célu-

las viáveis obtidas a partir de 70 a 75mg de tecido tumoral.

Por esta razão o primeiro método foi o escolhido, apesar de

mais grosseiro, no entanto fornecendo um índice de pega de 80

a 90°s.

ÏS

li

::1

l:j

•j

,1

1.3.2 - Microscopia óptica

Fragmentos de 10 tumores foram retirados, fixados

em formaldeído a 10^ com tampão fosfato de sódio durante 24

horas, incluídos em parafina e cortados (Sym) por micrõtomo

comum. O método de coloração utilizado foi o da Hematoxilina-

Eosina, sendo que, em algumas laminas utilizou-se o PÁS (âci-

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

cão de prata para reticulina. O material foi examinado e foto^

grafado em microscópio Zeiss standart.

1.3.3 - Microscopia eletrõnica

Amostras de 2 tumores, selecionados ao acaso, foram
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cortadas com bisturi em pequenos fragmentos , desengordurados

e imersos em aldeído glutárico a 2,5°â em tampão fosfato 0,1M

Ç)H 7,3)â temperatura de 40?C. A seguir foram recortados em

blocos de Imm" a 40ÏIC. Em seguida foram lavados em tampão fos

fato (3 lavagens, 10 min. cada) e deixados no mesmo durante a

noite. Foram então submetidos a osmicação (põs-fixação), em

solução de tetrõxido de ôsmio a lï em tampão fosfato 0,1M (pH

7,3) durante 2 horas a 4°C, desidratados em concentrações

crescentes de acetona e incluídos em araldite. Foram então re

alizados cortes ultra-finos com navalha de diamante em ültra-

microtome, montados em grades, de 200 "Mesh", duplamente cora.

dos com acetato de uranila e citrato de chumbo, examinados e

fotografados em microscópio eletrõnico Zeiss, a 80 KV.

,

••]

1.3.4 - Citoquimica enzimãtica

Amostras de 2 tumores selecionados ao acaso foram

utilizadas para preparações, através de "Imprints" e,a seguir,

coradas para verificação da atividade das seguintes enzimas:

alfa-naftil acetato esterase, fosfatase acida e naftol AS cio

roacetato esterase.

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

inespecífica)

!

^ Al
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1.3.4.1.1 - Princípio da reação

A esterase inespecífica hidrolisa o substrata alfa

naftil acetato que dá um precipitado de grânulos azuis se o

sal diazonico usado for o Fast 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 ê demonstrada em monôcitos e mohoblastos (LI et al.,1973).

1.3.4.1.2 - Técnica

A técnica utilizada no presente estudo foi a descrita

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

a) Reativos

l - Tampão fosfatas

Solução l -fosfato de potássio 0,1M

K H^PO^ ........................ PM = 136,09
4<

K a^o^
HnO destilada

6,8g

500ml
4

Solução 2 - fosfato de sódio bibãsico 0,1M

Na 2HPÜ4 2H20 .................. PM = 177,99

Na ZHPO^ 2H20

^ _

H-,0 destilada

Mistura substrato

8,89g

500ml

- lOmg de alfa-naftil-acetato dissolvidos em
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It

0,8ml de acetona (solução "stock" A)

— 25ml de tampão fosfato pH 7,5

- Pararosanilina hexazotizada Çsolução"stock"

B)

Preparo da solução "stock" B

- Parárosanilina 4Í ................ 2 gotas

- Nitrito de sódio 4^ .............. 2 gotas

- A seguir misturados durante 60 seg. e de-

pois diluídos em SOml de tampão fosfatoCpH

7,5).

Preparo da solução de pararosanilina 4^ .

- Pararosanilina ...................... l,0g

- Agua deionizada ..................... 20ml

HC1 concentrado ..................... 5ml

- Aquecimento, filtração apôs resfriamento e

estocagem a 4°â em frasco escuro

~ A solução de nitrito de sódio a 4i é prepa.

rada imediatamente antes do uso.

A mistura substrato (solução "stock" A + solução

stock" B) ë filtrada antes do início da incubação.

b) Técnica

l - Os esfregaços, não submetidos a fixa-

cão, foram incubados por 30 min., a tempera^

tura ambiente C25ÇC) na mistura substrato.

2 - Lavados delicadamente em água destilada e se^

i

1

i
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cados.

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

min.

4 - Lavados em agua, secados e montados em lamí

nula usando gelatina-glicerina-fenol.

A solução do verde de metila a lï foi preparada a

partir de solução •á. 1,0^ em tampão acetato 0,1M, pH 4,0. O

corante foi extraído com clorofórmio em funil de.; decantação.

1.3.4.2 - Naftol AS cloroacetato esterase

1.3.4.2.1 - Princípio da reação

A reação se baseia na hidrólise do substrato naftol

AS cloroacetato pela enzima cloroacetato-esterase em presença

de um sal diazônico, a pararosanilina, com a formação de grã-

nulos vermelho-brilhante no citoplasma. A reação ë positiva

na serie granulocítica neutrõfila, do mielocito ate o segmen

tado. É também fortemente positiva nos masfocxtos.Nos monõci

tos e basofilos ê 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 - Técnica

A técnica utilizada foi a descrita por LI et al.,
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1973, modificada por LORENZI et al., 1985.

a) Reativos

^

l -

2 -

Tampão veronal-acetato pH 7,62

Dietilbarbiturato de sódio .......... 7,357g

Acetato de sódio .................... 4,857g

Cloreto de sódio .................... 8,500g

Acido clorídrico IN ................. 200ml

Água destilada ...................... 1250ml

Mistura substrato

Solução "stock" A

- Naftol-ASD-cloroacetato

- Dimetilformamida

lOg

Iml

Solução "stock" B (pararosanilina he-

xazotizada)

- Pararosanilina 4i ................ 2 gotas

- Nitrito de sódio 4i .............. 2 gotas

- A seguir misturados durante 60 seg. e de-

pois adicionados em 60ml de tampão acetato

pH 7,62.

A pararosanilina a 4°â e o nitrito de sódio a 4^ fo^

ram preparados da mesma forma descrita para a reação da a.1fa.-

naftil acetato esterase.

b) Técnica

l - Os esfregaçõs foram fixados em metanol- for-

-Ï

I

»

•^



iï:'1 '•
.;;'-;1 "••

21

mói (9:1), a frio, por 30seg.

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, secados e montados em lamínula com

glicerina gelatinosa

1.3,4.3 - Fosfatase acida

1.3.4.3.1 - Princípio da reação

As fosfatases ácidas constituem um grupo heterogë-

neo de isoenzimas que hidrolisam ésteres-fosfatos em meio ãci_

do, liberando naftois que se acoplam a sais diazõnicos. O pró

duto resultante ë um precipitado colorido que mostra o local

de atividade da enzima. O substrato utilizado é o naftol AS-

Bl-fosfato e o produto da reaçâo é constituído por grânulos

vermelho-vivo, quando se usa o sal Fast Garnet GBC ou a para-

rosanilina;e azul,quando se usa o sal Fast Blue BB. A reação

e fortemente positiva nos linfocitos "T" e linfoblastos "T",

moderadamente positiva nos plasmocitos. megacariõcitos e mono^

eitos, fraca na serie granulocítica neutrofílica e nos eritr^

•;

í
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blastos e fracamente positiva ou negativa nas células blâsti

cãs mielõides e eritroblastos imaturos (LI et al., 1972; JAM-

RA S LORENZI, 1983; LORENZI et al., 1985).

.-'

1.3.4.3.2 - Técnica

A técnica utilizada foi a descrita por BARKA § AN-

DERSON, 1962; YAiM et al., 1970 e modificada por LORENZI et

al., 1985.

a) Reativos

l - Tampão veronal-acetato pH 7,62

Vide preparo na reação descrita anferiormen-

te

2 - Mistura substrato

Solução "stock" A

- Naftol-AS-BI-fosfato ................ lOmg

~- Dimetilforma-mida .................... Iml

Solução "stock" B

- Pararosanilina 4% ............... 12 gotas

- Nitrite de sódio 4°é ............. 12 gotas

- A seguir misturados durante 60 seg. e de-

pois adicionados em tampão veronal-acetato

pH 5,8, ajustado com NaH02N quando necess^

rio.

Nota: A pararosanilina a 4^ e o nitrito de

;i

•Á
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sõdio a 4^ foram preparados conforme

descrição feita para as 2 reações ante

riores.

b) Técnica

l - Os esfregaços, não fixados foram incubados

com o tampão substrato por 2 a 3 horas a

37^C.

2 - Lavados cuidadosamente com água destilada e

secados ao ar.

3 - Contracorados com verde de metila li (prepa-

rado conforme descrição anterior) por l min.

4 - Lavados em agua, secados e montados em lamí

nula, com gelatina-glicerina-fenol.

"i

if

1.3.5 - Imunohistoquïmica

1.3.5.1 - Princípio da reação 's

A técnica de imunoperoxidase é um método imunolõgi^

co que tem sido usado para a demonstração de vários antígenos

em tecido histológico e utiliza anticorpos marcados ou não

marcados e uma enzima muito estável, a peroxidase do rabanete

("Horseradish"). A.peroxidase ë uma enzima de escolha devido

sua facilidade, alta atividade enzimática e de conjugação, a-

lëm de relativa estabilidade a temperatura ambiente e baixo

custo. Como marcadores visuais da reação utilizam-se os cro-
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mogenos ou doadores de elétrons ,para os quais a peroxidade é
ávida CHEYDERMAN, 1979).
rf

A reação bioquímica básica da peroxidade ê demons-

trada como segue:

H2°2 + H2R~ HPO 2 H^O + R

H^,0^ = perõxido de hidrogënio
H-,R =. cromogeno doador

HPO = peroxidase "Horseradish"

R = cromogeno colorido oxidado

O cromogeno ë então polimerizado no sítio antigëni

co,na presença de peroxidase para formar um polímero instável

de cor variável,dependendo da substancia utilizada. 1

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).

l - Foram retirados cortes de 5pm de blocos de para

fina de 2 tumores que haviam sido selecionados ao acaso e fi-

xados em formaldeído a 4^ tamponado com fosfato de sódio, du

rante 24 horas.

2 - Os cartes foram colocados sobre lâmina de histo

logia previamente albuminizada. A seguir os cortes sofreram

desparafinizaçao em xilol e hidratação em álcoois progressive

\^
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PX

J COMPLEXO ADIVINA
810TINA-PBROXIOASE

PX

PX-AVIDINA
LIGADA PX

® <S|

ANTICOR.PO
BIOTINILAOO ANTI

jSfc.

PX PX

COMPLEXO AVIDINA
BIOTINA-PEROXIDASE

CrL3»—px

ANTI CORPO
BIOTINILADO ANTI

«fc «S»

£J ^j«—PX

í®

Â

@1 âb

A B c

ANTICORPO PONTE
BIOTINILAOO

AMTICORPO NÃO
LIGADO ANTI A

FIGURA 1.2 - Técnicas de imunoperoxidase utilizando o complexo
avidina-biotina: os semi-círculos indicam os an-

tígenos, PX indica peroxidase, asteriscos, a bio_
tina e a cruz, avidina. A técnica empregada na

presente investigação está representada na letra
c. ' • -
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mente mais hidratados até solução Salina tamponada (SST)

0,1M.

a

3. - As laminas foram incubadas durante 5 min. com

solução de perõxido de hidrogénio a 7^ para bloquear a ativi-

dade da peroxidase endógena.

4 - A fim de bloquear as reações inespecíficas, as

laminas foram incubadas com albumina bovina sërica CABS) a

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

5 - A seguir fez-se incubação com anticorpo primã-

rio anti-lisoz^ima Cdiluição de 1:100), ou anti-alfa-1-antitrip^

sina (jiilviiçao de 1:5QQ), ou anti-alfa-1 antiquimotripsina(d^

luição de 1:5000), ou anti-vimenfina (diluição de 1:10), por

120 min. ã T.A. Todos em ABS a 5°s.

6 - Apôs, foi feita incubação com anticorpo CIgG)se^

cundário biotinilado,produzido na cabra anti-IgG de coelho no

Caso da pesquisa de lisozima, alfa-1-anti-tripsina CA^AT) e

alfa-1-anti-quimotripsina (A^ACT) e anticorpo biotinilado Clg0>
produzido no.cavalo anti-IgG de camundongo, no caso da vimen-

tina. A diluição foi de 1:200 e 1:25 em BSA a 5°s respectiva-

mente, por 30 min ã T.A.

7— Feita, a seguir, incubação com Complexo Avidina^

Biotina-Peroxidase na diluição de 1:50 em. SST por 30 min. ã

T.A.

8 - A ligação do anticorpo primário com o antigeno

em pesquisa foi visualizada, incubando-se as lâminas com solu^

^

•i
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B

cão de amino-etil-carbazol C25mg deste em Iml de SST contendo

H^O^ a 0,3?o), por 40 min. ã 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 reação em que foi feita incu

baçao, os cortes foram lavados com jatos delicados de SST por
2 vezes.

1.3.5.3 - Controles positives •

Tecidos previamente conhecidos como possuidores dos

antígenos pesquisados, foram corados concomitantemente com os
2 casos de tumores. Para a A1AT usou-se fígado humano com cir

rose por deficiência de A1AT; rim humano normal para a A1ACT,
a qual esta presente nos túbulos renais proximais; Sarcoma
granulocítico para lisozima (muramidase) e fibrossarcoma para
vimentina.

1.3,5.4— Controle negativo ,,

Usou-se como controle negativo a substituição do an

ticorpo primário específico por soro não imune da mesma espë-
cie animal onde foi produzido o anticorpo primário. Assim è
que, utilizou-se soro normal não imune de coelho e camundongo
nos casos de anticorpos produzidos no coelho e camundongo,res^
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pectivamente.

1.3.5.5 - Avaliação microscópica

As reações examinadas foram consideradas positivas

ou negativas. Somente granulações intra-citoplasmáticas de

cor marron-avermelhada, foram registradas como positivas. Em

areas com necrose, uma difusa coloração marron-avermelhada no

material necrõtico, foi geralmente encontrada. Esta reação é

inespecífica e foi registrada como negativa.

1.3.6 -Pesquisa de metãstase

Foram utilizados 40 ratos Wistar inoculados com o

tumor, conforme descrição anterior. Os animais foram dividi-

dos em 8 subgrupos de 5. No 9° dia, apôs a inoculação do tu-

mor, 10 animais escolhidos ao acaso, foram sacrificados por

deslocamento da coluna cervical. Apôs constatada a morte, em
£.

cada um foi feita uma incisão do púbis ao mento e toda a re-

giâo exposta sofreu detalhado exame macroscópico para pesque

sá de metastases. Amo.stras selecionadas do fígado, pulmão e

gânglios linfáticos foram rotineiramente processadas para exa^

me histopatologico. O mesmo procedimento foi realizado com 10

animais no 18° e 10 animais no 27° dia, apôs o transplante do

tumor.

N-'
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1.4.1 - Analise macroscópica
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A analise macroscõpica descrita é fruto de observa
coes de 30 tumores excisados em épocas diferentes, 9Ç, 18Ç e
27° dias de evolução do tumor.

Os tumores localizavam-se no tecido celular subcutã

neo, eram delimitados e de fácil exérese. Eram tumores de for
mas irregulares, com tamanhos variados, boleados, pouco con-
sistentes, de cor branco acinzentado, de superfícies externas
brilhosas, revestidas por fina cápsula transparente, A vascu-
larização externa era maior quanto mais "novo" fosse o tumor,
de forma que, os tumores excisados no 9° e 18° dias eram mais
vascularizados qu.e aqueles estudados no 27° dia, com raras ex
ceçoes (Figs- 1-3 e 1-4).

Ao corte, observou-se, extensas áreas de necrose,
predominando sobre o tecido neoplâsico não necrotico. A necro^
se era mais extensa, ã medida em que o tumor aumentava de ta-
manho C.Fig. 1.4).

'*• ' •>

1.4.2 - Microscopia óptica »" »'
• •:'^'

»

*

A neoplasia mostrou-se constituída por.basicamente,

29
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FIGURA l.~3 - Aspecto externo do tumor TEGS-2047 em rato Wis-

s
tar no 27° dia de sua evolução. Note-se o aspec
to caquético do hospedeiro e o grande volume df
massa tumoral.
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FIGURA "1.4 -Aspecto macroscópico do tumor TEGS-.2047 inostrado
na"Fig. 1.3; Obsèrve-se o aspecto "boleado" do
tumor, a boa vascularização externa e a grande
area de necrose no centro do türtèr Cs e ta).
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- A - Aspecto tumoral jnostrando a grande prédomi-
nãncia de células fusiformes arranjadas num
padrão em "redemoinho". Notam-se extensas á-
reas de necrose com células fusiformes em
volta formando um aspecto "em paliçada". Ob-
servam-se também células inflamatórias (lin
fõcitos) proximo as areas de necrose bem como
células maiores com citoplasma vacuolizado
CFoam cells) CHE 100XX).
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B - Aspecto tumoral mostrando células fusiformes
alongadas ou ovóides. Notam-se duas mitoses
em células tumorais no centro da figura (Hf.
400XX).

C - Fibras de reticulina de distribuição irregu-
lar e aspecto grosseiro largamente distri-
buídas entre as células tumorais (Impregna-
cão pela prata - 400XX).
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D - Fibras de colãgeno finamente distribuídas en
tre as células tumorais (Tricrõmio de MASSON
com azul de anilina --400XX).
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células fusiformes alongadas ou ovóides e arranjadas num pa-

drão "Estoriforme ou em Redemoinho" característico. As cêlu^

las apresentavam citoplasma acidõfilo, corado moderadamente

pelo PÁS. Os núcleos eram vesiculosos elípticos, ovóides, ou

arredondados, apresentando em geral l a 2 nuclêolos (Figuras

1.5a e 1.5b).

Fibras de colãgeno e reticulina distribuídas em

grande quantidade, principalmente em volta de células indiv^

duais, foram observadas. QFiguras 1.5c e l.5d).Nenhuma estria

cão cruzada citoplasmãtica foi observada.

Extensas areas de necrose foram visualizadas e, em

volta delas, células inflamatórias, principalmente linfõcitos

e células fusiformes histiocíticas-símile dispostas em "pali-

cada" CFig. 1.5a).

Fagocitose aparente, bem como células com citoplas^

ma espumoso C"F°am cells"), foram focalmente observadas CFig.

1.5a)'.

As células fusiformes apresentavam considerável ati^

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

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

A vascularização era abundante, principalmente na

periferia do tumor.

1.4.3 - Metãstase

Dos 30 ratos autopsiados sistematicamente no 99 ,18'?

e 27? dias de evolução do tumor, verificou-se em apenas um dos

!<
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animais,no 27Ç dia, dois nódulos localizados no pulmão D, ar-
redundados, esbranquiçados e semi-transparentes, medindo 0,4
cm e 0,2cm de diâmetro, respectivamente.

Ao exame histopatolõgico, as metástases mostravam
um grande predomínio de células fusiformes,com grandes nú-
cleos e nucleolos evidentes,assumindo disposição em feixe; o
casionalmente percebiam-se grandes células com citoplasma va-
cuolizado lembrando histõcitos, em meio a zonas de necrose
(Fig. 1.6). Portanto, o mesmo padrão apresentado pelo tumor
primário.

Amostras de fígado, baço e nódulos linfáticos deste
animal foram processadas para estudo histopatolõgico e não
apresentaram alterações.

1.4.4 - Achados ultraestruturais

As preparações estudadas mostraram ã microscopia e-
letrônica apenas células fusiformes histocíticas-símile, alon
gadas ou ameboides, sem junções ou membrana basal, com cito-
plasma apresentando mitocondrias, gotículas de lipídios, raros
microfilamentos, lisossomos secundários, fagossomos e modera^
da quantidade de membranas de retículo endoplasmãtico rugoso.
Fibras de colágeno e reticulina eram abundantes nos espaços
intercelulares (Fig. iT^a).

Os núcleos eram frouxos, alongados, indentados e o-
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FIGURA 1.6 - Aspecto histológico de metãstase pulmonar do
tumor TEGS-2Q47. Observa-se o tecido pulmonar

ã-direita e ã esquerda, o tecido metastãtico
constituído por células fusiformes (HE 100XX)
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casionalmente ovóides, apresentando nucléolo(s) bem evidente

e cromatina com marginação periférica (Fig. 1.7a).
»

Foram vistas também algumas células de aspecto xan

tomatoso, com citoplasma totalmente preenchido por gotículas

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

Ocasionalmente foram encontradas células com abun-

dante retículo endoplasmãtico rugoso ,,al^gy,.Bias vezes distenda

do por substância eletron-densa,

Não foi constatada existência de células gigantes
..-.-..--.ï.-. . • -.- •1--': : -; •' —-1 • 1' ^'
nem miofibrilas nas preparações estudadas.

As células são, portanto, do conjuntivo pouco dife^

renciado, histiocitõides.

,?•

1.4.5 - Citoquímica enzimãtica

Os resultados da coloração citoquímica para verifí

cação da atividade das enzimas alfa naftil acetato ,'esterase,

fosfatáse ácida e cloroacetato esterase, estão sumarizados na

Tabela 1.1.

As reaçoes foram fortemente positivas para a alfa-

naftil acetato esterase, nas células tumorais fusiformes alon

gadas e ovóides CFig* 1'8). Forte atividade para fosfatase

acida também foi demonstrada nas células tumorais (Fig. 1.8).

A positividade das reaçoes foi específica, visualizando-se

grânulos grosseiramente espalhados no citoplasma e corados em

I
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FIGURA 1.7 -A - Eletromicrografia mostrando células histioc^
ticas com núcleos CN) irregulares , inden-
tados, com nuclêolos CNü) evidentes e croma-
tina periférica. Notam-se mitocondrias (M) e
membranas de retículo endoplasmático rugoso
(RE) pouco desenvolvido e colâgeno (C) inter^
celular (ME - 9.100XX).^
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B - Eletromicrografia mostrando células xantoma-
tosas típicas, com citoplasma quase totalmen
te preenchido por vãcuolos lipídicos CLI) e
também por corpos semelhantes a lisossomos
(L) .-Abaixo e ã direita aspecto de um núcleo

-«. irregular e fusiforme CME - 7.800XX).
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marron.

A enzima cloroacetato esterase não mostrou ativida

de em nenhuma tías amostras estudadas (Fig• 1.8).

1.4.6 - Imunohistoquímica

Os resultados são apresentados na Tabela 1.2.

As amostras dos 2 tumores examinados mostraram con-

sideravel positividade nas reaçoes para Lisozima e para Vi-

mentina. As 2 reaçoes foram específicas apresentando granula

coes intracitopiasmãticas de coloração marrom-avermelhada (Fi-

guras 1.9a e 1.9b).

As amostras dos 2 tumores apresentaram reações nega

tivas tanto para A^AT como para A^ACT (Figuras l:9c e 1.9d).
Em areas de necrose encontraram-s e em algumas lãmi-

nas, colorações avermelhadas distribuídas difusamente entre

os espaços intercelulares, o que foi interpretado como rea-

coes inespecíficas.

Os controles positivos mostraram reações intensamen

te positivas para os antisoros específicos, isto ê, A-^AT para
cirrose por deficiência de A-^AT, rim normal para A^ACT, sarco^
ma granulocítico 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 - Preparação feita ' através de "ünprint" e co
rada para Alfa naftil acetato esterase,
mostrando forte positividade em várias cê

lulas tumorais Csetas) C400XX).
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B - Preparação feita através de "imprint" e co^
rada para fosfatase acida, mostrando for-
te positividade em varias células tumo-
rais (setas) C.400XX) .

C - Preparação 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 - Coloração feita pela técnica de imunoperoxidasedemonstrando imunopositividade na reação da Liso^
zima (setas) (400XX).

B - Coloração feita pela técnica de imunoperoxidasedemonstrando imunopositividade na reação da Vi- |
mentina Csetas)' C400XX).

•-»
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C - Coloração feita pela técnica de imunoperoxidase
demonstrando total imunonegatividade na reaçao
da Alfa l antitripsina (A^AT) (400XX).

D - Coloração feita pela técnica de imunoperoxidade
demonstrando total imunonegatividade na reação
da Alfa l antiquimotripsina CAiACT) (400XX).
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1.5 - DISCUSSÃO

O tumor transplantãvel descrito, no presente estudo

mostrou características celulares de ambos, fibroblastos e

histiõcitos, justificando,portanto,a sua inclusão na câtego-

ria das neoplasias designadas como Fibrohistiocitomas.

As características macroscópicas, a grande variação

no tamanho dos tumores,- bem como a sua forma de crescimento,

são achados comuns a outros tumores de partes moles experimen

tais, fibrohistiocíticos ou não, espontâneos ou induzidos,dês

critos na literatura (FRINDEL, et al., 1967; GOODMANet al.,

1979, 1980; GREAVES SFACCI NE, 1981; SQUIRE :et .al..; 1981;

STEEL, 1977).

GREAVES § FACCINI, em 1981,avaliando 85 fibrohistio

citomas espontâneos em ratos Sprague-Dawley, reconheceram, de

acordo com o tipo celular predominante,. 4 tipos histolõ-

gicos: histiocítico (17°à) , pleomõrfico C331) , celular (cèlu-

las fusiformes) (170é) e muito fibroso C33°s) . Os tumores his-

tiocíticos eram altanente malignos e a maioria produziu metã^

tases. Os tipos pleomorfico e celular ocasionalmente 'levaram

ao aparecimento de metástases, sendo reconhecidos como poten^

cialmente malignos. As lesões muito fibrosas eram essencial-

mente benignas.

A aparência histológica geral do tumor em estudo

42 . : .
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mostrou uma estreita semelhança com o tipo celular descrito

por GREAVES § FACCINE e também com o seu correspondente huma

no.0 grande predomínio de células fusifarmes alongadas QU o-

võides,o padrão "em redemoinho",uma marcada fibrose, estensas

áreas de necrose,e presença de colãgeno,reticulina e células

inflamatórias crónicas,são características comuns a ambos fi-

brohistiocítomas ,humano C.KEARNEY et al. ,1980 ;SOULE S ENRIQUEZ,

1972; ISS §, ENZINGER,1978)e de rato (WARD et al.,1981; GREA-

VÊS § FACCINE,1981);GREAVES et al.,1985.

A presença de células gigantes multinucleadas ou em

formas bizarras e o aparecimento frequente de metâstases, co-

mumente descritos nos FHM humanos CFU et al., 1975; KEARNEY

et al., 1980; SOULE § ENRIQUEZ, 1972; WEISS § ENZINGER,1978),

em FHM do tipo histiocítico em ratos CWARD et al., 1981; GREA

VÊS § FACCINE, 1981; GREAVES et al., 1985) e em sarcomas his-

tiocíticos de ratos CBARSOUN et al., 1984; JOHNSON et al.,

1973; SQUIRE et al,, 1981), foram achados extremamente raros

no tumor em estudo, estando de acordo com a descrição de GREA

VÊS § FACCINE para os FHM do tipo celular.

As características ultraestruturais dos FHM descri

tos no homem estão, hoje, bem estabelecidas. FU et al .(1975)

demonstraram a presença de células histiocíticas-símile,fibro^

blásticas-símile e células indiferenciadas em 4 FHM. TAXY et

al C1977), ALGUACIL-GARCIA ef al C1978) e TSUNEYOSHI et al

(1981), posteriormente e com maior número de casos, 15,6 e 17

respectivamente, confirmaram estes achados. Algumas .. caracte-

rísticas celulares, como filamentos intracitoplasmãticos, co- *•
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lãgeno intercelular, lisossomos, gotículas de lipídio e cëlu-
las tipicamente xantomatosas. observadas por aqueles pesquisa
adores, foram também encontradas neste estudo. No entanto, ma-
terial lembrando membrana basal foi demonstrado naqueles estu
dos, o que não ocorreu na presente investigação.

Os estudo de microscopia eletronica realizados por
outros pesquisadores (BARSOUN et al, 1984; GREAVES et al
1982, 1585; JOHNSON et al., 1973; SQUIRE et al., 1981) em tu-
mores fibrohistiocíticos de ratos, em muito se assemelham aos
descritos no parágrafo anterior.

A presença de forte atividade das enzimas alfa naf-
til acetato esterase e fosfatase acida, bem como a ausência
de atividade para a cloroacetato esterase, são achados campa
tíveis com os encontrados por outros autores em FMM humanos
CFU et al., 1975; IWASAKI et al., 1982) e de ratos(GREAVES et
al., 1985; KFIAR, 1986) e representam mais um dado a favor da
natureza fibrohistiocítica do tumor em questão.

Nos últimos anos, um número crescente de estudos i-
munohistoquímicos vêm sendo realizados na caracterização e d^_
ferenciação de vários tumores de. suposta natureza fibrohistio^
cítica e de outros sarcomas de partes moles. Uma série de mar_
cadores antigenicos.incluindo proteínas estruturais, enzimas,
inibidores enzimãticos, filamwntos citoplasmáticos e outros,
vêm sendo utilizados com esse objetivo CBROOKS, 1982) (Tabe-
la 1.5).

A natureza fibrohistiocítica do tumor TEGS-2047 foi
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confirmada pela positividade encontrada nas reações de imuno

peroxidase para a Lisozima e Vimentina, embora com negativi

dade para A^AT e A-|ACT. Estes achados diferem dos publicados

por alguns pesquisadores com FHM humanos CBROOKS, 1982; BURG-

DORF et al., 1981; Du BOULAY, 1982; KINDBLON et al.,1982) (Ta

bela 1.4), nos quais a A-|AT e principalmente a A^ACT mostram-

se como melhores marcadores da diferenciação histiocítica que

a Lisozima. No entanto, BARSOUN et al (1984)encontraram resul

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

sarcomas histiocíticos em ratos Wistar.

A histogênese dos fibrohistiocitomas malignos e. de

outros tumores histiocíticos de partes moles, tem sido motivo

de controvérsia nos últimos anos.

Com base em estudos em cultura de tecidos, OZELLO

e colaboradores propuseram que histiõcitos neoplãsicos poderá

am comportar-se como "fibroblastos facultativos", levando en-

tão ao surgimento de histiocitomas, fibrohistiocitomas ou deï_

matofibrosarcoma protuberans COZELLO et al., 1963, OZELLO §

HAMELS, 1976). YUMOTO S MORRIMOTO C1^80) demonstraram que uma

linhagem induzida de células macrofâgicas-símile obtidas a

partir da medula óssea de camundongos, produziu tumores

transplantáveis semelhantes ao FHM humanos. Com base nestes

achados tais pesquisadores concluiram que fibrohistiocito^

mas eram derivados de histiõcitos e que as células fusiformes

tuinorais representavam "fibroblastos facultativos". Por outro

lado, os estudos detalhados de FU e colaboradores, atra'-
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vês de microscopia eletrõnica e cultura de tecidos,postulam que
nos FHM as células histiocíticas-símile, fibroblâsticas-símile

•e as intermediárias, derivam todas de células primitivas mesen
quimai.s indiferenciadas (FU et al., 1975). Outros pesquisadores
têm corroborado com estes achados CTAXY ^ BATTIFORA,1977; LACA
CE et al., 1979; ENJOJI et al., 1980).

IWASAKI e colaboradores, mais recentemente, demons

traram que nos FHM tanto as células fibroblásticas-símile como

as histiocíticas-símile, apresentam marcadores funcionais de

histiõcitos assim como fagocitam eritrocitos opsonizados.Por

tanto, as células fibroblãsticas-símile podem ser interpreta-
das como "fibroblastos facultativos" derivados de células his-

tiocíticas-símile que.possivelmente,apresentam uma íntima rela

cão com macrofãgos residentes. Entretanto, para estes pesquisa

dores, ê também possível que, fibroblastos neoplásicos possam
comportar-se como "histiõcitos facultativos", em condições a-

propriadas, j ã que alguns estudos têm demonstrado receptores

•Fe, receptores C^ e/ou enzimas lisossomais em vários tipos de
células, tais como: fibroblastos humanos infectados por vírus,

fibroblastos humanos diplõides e células neoplásicas humanas
de origem não fagocítica CI^ASAKI et al., 1982).

Três classes de estruturas filamentosas são encon-

tradas na maioria das células dos vertebrados: i) microfilamen

tos contendo actina; ii) inicrotúbulos contendo tubulina, e

iii) filamentos de tamanho intermediãrio, com 7 a llnm de diã-

metro CLAZARIDES, 1980). Células mesenquimais, a maioria das
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células vasculares dos músculos lisos e algumas células que

crescem em cultura, contém filamentos intermediários indistin-

.guíveis pela microscopia eletrônica e pela difraçao com Raio

X, os quais são compostos por apenas uma proteína chamada Vi-

mentina CGABBIANI et al., 1981).

Tem-se proposto que, em geral, as características

imunolõgicas de filamentos intermediários de células tumorais

são as mesmas presentes nos seus tecidos de origem e que, por

conseguinte, durante a transformação neoplásica não há maiores

alterações na síntese de proteínas filamentosas do tipo inter

mediãrio quando comparada coró os tecidos normais (GABBIANI et

al., 1981). Portanto, a utilização, na presente investigação,

da Vimentina, cuja positividade na reação imunohistoquímica as^

segura a diferenciação mesenquimal de algumas células tumo-

rais, sugere fortemente a origem dos fibrohistiocitomas a pa^r

tir de uma célula primitiva mesenquimal ,conforme o postulado

discutido nos parágrafos anteriores.

)
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CAPITULO 2

ESTUDO DA CINÉTICA DE CRESCIMENTO DO TUMOR TEGS-2047

UM BLOQUEADOR DE MITOSE CVincristina)
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2.1 - INTRODUÇÃO

2.1.1 - Introdução à cinética celular

ï!

A vida e a perpetuação da espécie animal e vegetal

são mantidas graças ã proliferação de células. A vida ê manti

da por processos dinâmicos e a maioria dos tecidos dos orga-

nismos muiticelulares sofre considerável renovação da popula

cão celular. Células são constantemente produzidas por divi-

são e perdidas na população por morte ou migração.

A proliferação, a inigraça-o, a diferenciação e a peT_

da de células que ocorrem em tecidos normais e patológicos,

são processos que podem ser avaliados pêlos estudos de cinét^i

ca celular, usando técnicas desenvolvidas para essa finalida

de, o que tem acrescentado iiiuito ao conhecimento do mecanismo

patogenëtico de diversas doenças.

Os principais marcos na historia do estudo da prol^

feração celular foram: as descrições pioneira das principais

fases do período interinitotico, realizadas por HOWARD ^ PELC,

em 1953; o desenvolvimento da tiraidina tritiada por TAYLOR,

WOODS ^ HUGHES, em 1957 e sua primeira aplicação no estudo de

populações celulares "in vivo", realizada por QUASTLER § SHER
MAN, em 1959.

51
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Ao longo dos anos, os conhecimentos pratico e teo-

rico da cinética celular têm sido quase que exclusivamente de

pendentes de pesquisas em animais de laboratório. Nesse senti

do, o epitëlio do intestino delgado ê um dos tecidos que mais

tem atraído pesquisadores para o estudo da proliferação celu

lar CGAIRNIE et al., 1965a, 1965b;-AHERNE et al., 1977;WRIGHT

et al., 1972, 1973; WRIGHT, 1980; ZUCOLOTO, 1982; -CIPRIANO,

1984; ZU.COLOTO et al., 1985). Entretanto, o estudo da cinéti

ca celular em tumores experimentais tem aumentado muito nos

últimos anos, o que tem permitido um melhor conhecimento do

comportamento proliferativo e padrão de crescimento de diversas

neoplasias,bem,como,suas alterações em exposição a drogas ci-

totoxicas CMENDELSOHN et al., 1960;.BASERGA § KISIELESKI, 1962;

BERTALANFFY ^ LAU, 1962; REISKIN § MENDELSON, 1964; LAIRD,

1964, 1965; FRINDEL et al., 1967; STEEL § HANES, 1966; 1971;

TANNOCK, 1968, 1969, 1970; SIMPSON-HERREN et al.,1968; 1973;

McCREDIE et al., 1971; LALA, 1972; STEEL, 1977; CAMPLEJOHN,

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

Os poucos estudos de citocinética no homem têm sido

realizados em indivíduos com neoplasias, em cultura de teci-

dos e em alguns delineamentos experimentais que fornecem da-

dos indiretos, como é o caso do efeito de substancias como:

hormônios, sobrecarga de glúten, etc., seguidos .de biópsias

CPAINTER ^ DREW, 1959; BRUNSEN et al., 1966, 1968; STEEL S LA

MERTON, 1966; SHIRAKAWA et al.,1970; TRIER § BROWING, 1970;

^
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YOUNG S DE VITA, 1970; IVERSON et al., 1974; MUGGIA et al. ,

1974; MURPHY et al., 1975).

2.1.2 - Ciclo celular

Ciclo celular ë o termo usado para descrever o pe-

ríodo entre uma mitose e a próxima, em uma ou ambas as célu-

las filhas. Ë caracterizado por uma sequência de eventos cias

sicamente agrupados em 4 fases: G^ , o período entre a mitose

e o inicio da síntese de DNA; S, o período da síntese de DNA;

G-.,, o período entre o termino da síntese de DNA e a mitose, e

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

2.1.2.1 - Mitose

É o processo de separação física dos cromossomos em

duas novas células. As diferentes subfases da fase mitõtica

podem ser reconhecidas por algumas características morfolõgi-

cãs: a profase ë caracterizada pelo condensamento da cromatj_

na nuclear e pelo desparecimento da membrana nuclear; a meta-

fase ê marcada pela formação dos cromossomos e pelo seu arran^

jo no plano equatorial da célula; na anâfase ha separação das

cromâtides e se inicia o movimento das mesmas para os poios

opostos da célula; na telofase há o reaparecimento da .membro

na nuclear e o núcleo é formado por grânulos dispersos; a mi-

tose se completa com a citocinese, surgindo, então, duas cëlu^

»
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COMPARTÍMENTO 'p'

M

G
2

CICLO
G

CELULAR 1

s

«^wCOMPARTIMENTO "Q

^FUNCAO/VELHiCE
PERDA

/,->DÍSFUNÇÃO;NECROSE

^GO,LATENC!A

FIGURA 2.1 - Fases da divisão celular mostrando que a popula-
cão celular ë cojnposta de células ejn prolifera-
cão CP) 6 células não proliferativas CQ) • Note-se
que células em Go podem voltar a circular a par

tir de G^ Cmodifiçado de AHERNE et al, 1977).
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las filhas. O início da profase e o termino da telofase são

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

Pela dificuldade na identificação nos extremos da mitose usa
se contar células em mitose nas subfases, metãfase e anãfa-

se.

Em condições normais o, processo de segregação cro-
mossômica, uma vez iniciado, caminha ate o final do ciclo ce

lular. Ocasionalmente, a cariocinese pode ser compleíd e não

ë acompanhada de citocinese, levando a formação de células
multinucleadas, tanto em tecidos normais como em tecidos neo

plâsicos (LALA, 1971).

2.1.2.2 - Fase Gl

Também chamada de fase pré-síntese de DNA, tem um

tempo de duração extremamente variável sendo a fase mais sen-

sível as alterações ambientais (QUASTLER § SHERMAN, 1959; CA-
MERON § GREÜLICH, 1963). A atividade bioquímica essencial dês

sá fase é marcada pelo início da síntese do DNA, RNA e protei
nas (BASERGA, 1968). Pode, essa fase ser considerada como de

controle celular em que a atívidade de pré-síntese pode, ou
não,ocorrer, ou mesmo determinar se a célula entra em período

de latência ou continua a replicação. Em algumas células, o

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 síntese do DNA, durante a qual os

cromossomos duplicam o seu conteúdo. Ë nessa fase que se da

a incorporação de isótopos radiativos (e.g. a timidina marca-

da),quando estes entram na síntese do DNA. Este fenómeno de

incorporação ë extremamente importante nas estimativas dos di

versos tempos das fases do ciclo celular. O tempo de duração

dessa fase ë de 6.a 8 horas nas células dos mamíferos

(TRANSHER § GREAULICH, 1965a; 1965b. Tem-se referido que a sín

tese de proteínas pela célula ë um prë-requisito importante

para a síntese do DNA de forma que, ao bloqueã-la, ocorre pa-

rada da síntese de DNA (BASERGA, 1968; PRESCOTT, 1968).

2.1.2.4 - Fase G2

É também chamada de fase pôs síntese de DNA e tem

seu início marcado pelo termino da síntese de DNA. Nenhum e-

vento bioquímico específico é detectado nessa fase. Todavia,

satie-se que as sínteses de KNA e proteínas são essenciais pa

ra o início da mitose. Ha evidencias de que algumas células

do organismo entrara em repouso proliferativo na Fase G-,, indi^

cando a existência de.um ponto transicional específico nesta

fase. Outros investigadores são adeptos da hipótese das Calo

nas, controladoras do crescimento celular, que atuariam nesse

período do ciclo celular CBULLOUGH, 1965),
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2.1.2.5 - Sub-período Go

O conceito de que células normais, numa alternativa

ã proliferação, podem deixar o ciclo e tornarem-se latentes

por períodos de tempo prolongados, foi introduzido inicialmen

te por LAJTíiA. em 1963. Ele designou esse estado de repouso

de Go e propôs que nesta fase as células mantinham as suas po

tencialidades.podendo, sob condições apropriadas, voltar ao ci

do proliferativo. Acrescenta ainda que, as células entrariam

em Go deixando o ciclo a partir do período G-,. Subsequentemen

te demonstrou-se a existência de células Go latentes deixando

o ciclo a partir de G-^ , porém,representando uma proporção mui

to pequena do total de células Go. (GELFANT 1966).Exemplos ti

picos de população Go induzida a reentrar no ciclo celular

são os tecidos da próstata e vesícula seminal de animais cas-

trades e tratados com testosterona (MORLEY et al., 1973; APLE

TON et al., 1973). Na porção basal da cripta de LIEBERKUHN há

células em Go, que deixam o ciclo celular na Fase G^ (CAIRNIE

et al., 1965a; 1965b;WRIGHT et al., 1972) e/ou na G^ CCLAR-

KE, 1973). A maioria das células hepáticas esta- normalmente

em Go e podem reciclar se parte do fígado é removida (FUJIO^

KA et al., 1963). •

2.1.3 -. Fase de distribuição do ciclo celular

Na análise do ciclo celular é muito importante co-



58

nhecer o tipo da fase de distribuição de uma população de cê-

lulas vivas, visto que, em cada distribuição usam-se modelos

matemáticos diferentes para expressa-la. Em geral, dois tipos

de distribuição são úteis para o entendimento de proliferação

celular: a distribuição em equilíbrio dinâmico ea distribui

cão exponencial. Na primeira, a taxa de células perdidas por

migração ou por morte é igual ã taxa de células produzidas

num determinado compartimento. Sob estas condições, o número

de células numa fase é proporcional ã duração da mesma forman

do um diagrama de distribuição retangular (Fig. 2.2). Na dis^

tribuição exponencial o número total de células na população

aumenta de forma exponencial, sendo necessário que todas as

células estejam proliferando ao mesmo tempo e que não haja ce^

lula perdida na população (Fig. 2.2). O verdadeiro crescimen-

to exponencial ê fenómeno raro em biologia e pode acontecer

nas células em cultura, e no início do crescimento tumoral

(LALA, 1971).

2.1.4 - Cinética tumoral

A taxa com que um tumor cresce é um dado muito im-

portante em oncologia, já que ë através dela que se tem ideia

do tempo que uma lesão leva para alcançar o horizonte clíni-

co. Quando medidas clínicas são possíveis, o período de atra^

so com que os tumores se apresentam clinicamente, por si sõ

já limita o tempo de medida das lesões. Dessa forma, os esta
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FIGURA 2.2 - Fases de distribziição no ciclo celular: condição

no estado de equilíbrio dinâmico Cacima), compa-

rado com. a condição exponencial (abaixo).
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gios iniciais de crescimento dos tumores só podem ser mensura

dos aplicando-se uma equação teórica. Em tumores experimen-

'tais, entretanto, tais dificuldades desaparecem, pois pode-

se obter medidas das lesões desde a introdução do inoculo tu

moral até a morte do animal provocada pelo tumor.

O conhecimento da cinética da população celular em

neoplasias humanas é, em ultima analise, o objetivo final dos

oncologistas, jã que através dele pode-se, de uma certa for-

ma, prever a resposta tumoral a um determinado tratamento ra

dio e/ou quimioterápico CSTEEL, 1977). No entanto, uma serie

de dificuldades tem limitado o estudo cinético de tumores hu-

manos. Questões relacionadas ã ética medica, como a não per-

missão de exposição dos pacientes a injeções sistémicas de

timidina tritiada e o atraso em se obter os resultados dês

sés estudos Q6 a 8 semanas), são os pontos mais referidos pe-

los pesquisadores (AHERNE et al., 1977). Apesar desses argu-

mentos, vários investigadores, utilizando técnicas alternati-

vás como o bloqueio de mitoses, tem realizado estudos cinéti-

cos em alguns tumores humanos selecionados: carcinonomas esca

mosos da orofaringe CREFSUN S 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

compreensão do comportamento proliferativo e do padrão de
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crescimento de diversas neoplasias, bem como as alterações

destas frente a drogas citotõxicas. Nesse sentido vários são

'os tumores experimentais cujo comportamento cinético já tem

sido bem estabelecido: fibrossarcoina (BICR/A^) de rato (FIN-

KEL et al., 1961), fibrossarcoma CNCTC 2472) de camundongo

fibroadenoma C.BICR/A8) de rato (STEEL, 1977), osteossarcoma

primário CBICR/A^) de rato CSTEEL, 1977), carcinoma 256 de
Walker em rato (McCREDIE et al., 1965), sarcoma KHJJ e EMT6

de camundongo QROCKWELL § KALLMAN, 1976) , carcinoma mamârio

C^H de camundongo CMcCREDIE et al., 1965) , adenocarcinoma ma-

mário de rato induzido por DMBA C.DURBIN et al., 1967), carci

noma solido de EHRLICH em camundongo CTANNOCK; 1969), rabdo-

miossarcoma CBA 1112) de rato CHERMENS & BARENDSEN, 1967), me

lanoma B^^ em camundongo CSTEEL, 1977), entre outros.

Entretanto não há na literatura registro de estu-

dos cinéticos em tumores de natureza fibrohistiocítica, uma

vez que, como foi visto no primeiro capítulo, a descrição des^

sés tumores ë um fato recente.

2.1.4.1 - Definição de alguns parâmetros utilizados no estudo

de cinética tumoral

2.1.4.1.1 - Tempo do ciclo celular

O tempo do ciclo celular CTc) ë o tempo gasto para

uma célula atravessar todas as.fases do mesmo. A taxa de pro-



62

dução celular nos tecidos ê dependente de alterações no tempo

do ciclo celular (AHERNE et al., 1977).

2.1.4.1.2 - índice mitotico

O índice mitõtico CIM) representa a fraçáo de cêlu-

las em mitose num dado tempo. Quando a população celular se

distribui num estado de equilíbrio dinâmico, o IM pode ser

representado pela equação CAHERNE et al., 1977):

NM = número de células em mito-

se

NC = número total de células

TM '= tempo de mitose

TC -= tempo do ciclo celular

IM NM
~^c~

TM
~TC~

2.1.4.1.3 - Fração de crescimento

A fração de crescimento (GF) representa a quantida.

de de células que esta proliferando em uma dada população ce

lular, em relação ao total de células desta população. Ë mui^

tas vezes definida como índice proliferativo (IP) e, neste ca_

so, pode ser expressa da seguinte maneira (AHERNE et al.,

1977):

IP N

NC

IP = índice proliferativo

N = número de células em prol^
feraçao

NC,^= 11^ total de .células da po-
pulação
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2.1.4.1.4 -'Taxa media de nascimento ou taxa de produção ce
lular (Kg)

A taxa média de nascimento ê a quantidade de novas

células produzidas num determinado período, podendo ser calcu
lada. como se segue (AHERNE et al., 1977):

KB
ou

K
B

^p ,, em condições de equilíbrio dinâmico

n u^ ) , em condições de crescimento exTc
ponencial

Segundo STEEL C1977) a K^ pode ser expressa como

"novas células por célula por hora, ou seja,o tempo aparente

requerido para uma população celular duplicar o número, poden
do ser expressa assim:

KB
ou

l
Tc (a) , em condições de equilíbrio dinâmico

Kn ^ „ .^. 3 em condições de crescimento exponen-
Tc Ca) '„,_-,

ciai

Tc (a) = tempo do ciclo celular aparente, o qual è
igual ao tempo do ciclo celular quando a
fração de crescimento (GF) é igual a unida
de e igual ao tempo de duplicação real(TD),
se. não houver perda celular. É também cha-
mado tempo de duplicação celular aparente
(TpD)

^

'•!
1
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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 população e,como a K^. ë ex

pressa como "novas células por célula por hora". Na ausência

de perda celular, a K^ e Kg são iguais. Se a perda celular
esta ocorrendo, a Kg será menor que a Kg e a discrepância en
tre as duas é uma medida da perda celular (Ky ) (.AHERNE et
al., 1977):

K
G KB ~ KL

A Kg também pode ser estimada pelo método da tangen
te (AHERNE et al., 1977), a partir.das curvas 3e crescimento
do tumor.

-2.1.4.1.6 - Tempo de duplicação da população

Um parâmetro geralmente usado na cinética do cresci

mento tumoral é o tempo real de duplicação da população (TD) .
Em condições de crescimento exponencial, o TD pode ser rela-

cionado com a taxa de crescimento (AHERNE et al.,1977; STEEL,
1977):

In 2
TD

KG
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2.1.4.1.7 - índice de perda celular

A perda celular é geralmente expressa como uma fra

cão percentual do total de células nascidas por unidade de

tempo. 0 índice de perda celular pode ser simbolizado por ^

(STEEL, 1978) e denota a magnitude da perda celular, podendo
ser calculado como se segue:

K,
i - 'L

K
B

Tc Ca)
TD

2.1.5 - Objetivos

. O presente capítulo teve como objetivos:

l) Avaliar o comportamento cinético do tumor TEGS-

2047, uma neoplasia espontânea, transplantãvel e conforme o
estudo anterior, de natureza fibrohistiocítica;

2) Comparar os resultados com os obtidos com outros

tumores, principalmente aqueles de partes moles, descritos na
literatura; e, finalmente;

5) Discutir as possíveis causas que levam ao declí-

nio do crescimento rio tumor, algum tempo apôs 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, corn 30 a 50 dias de nascidos, provenientes da Colónia

do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

UFC. Todos os ratos foram mantidos em gaiolas de plástico,com

grade de arame de aço inoxidável na parte superior recebendo

água "ad libitum" e ração balanceada Coelhex - CBR.

2.2.2 - Soluções fisiológicas

Ringer com lactato âe sódio. Química Farmacêutica

Gaspar Viana: NaCl 6g; KC1 0,39g; CaCl^H^O 0,2g; lactato de-
sódio 3,lg Cconcentraçao Por litro).

Solução de cloreto de sõdio 0,9^, Química Farmacëu

tica Gaspar Viana.

<

2.2.3 - Drogas, reagentes e corantes

Ácido acético glaciai (Reagen)

Álcool absoluto (Merck)

66
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- Azul de Trypan (Sigma Chemical Co.)

- Cloranfenicol (Sintomicetina - Laboratório Lepe
tit)

- Clorofórmio (Merck)

- Eosina CMerck)

- Formaldeido (Herzôg - sol. a 10^)
— Hematoxilina (Merck)

- Sulfato de vincristina C0ncc>vln ~ Laboratório Eli

Lilly)

- Tripsina (Worthington Biochemical Corp. Peptides)

2.2.4 - Aparelhagem

- Autoclave Fabber

- Balança Mettler modelo P^.
- Calculadora SHARP EL-540

- Estufa de secagem e esterilização, IA5EM -modelo
315 SE

- Microscópio binocular Zeiss acoplado com camera

fotográfica Zeiss e ocular integradora Zeiss KPL
— Micro tomo Spencer 820

2.2.5 - Materiais diversos

Agulhas hipodërmicas 25-7, BD

Lâminas e lamïnulas
•i

".!

UKIÏÍftSiiJiiílt HÍÍLÍIU 30 C[ilíiâ
Biklnaca Sarorial Jfl l:;ïnn;ai da S a lïd n
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Luvas cirúrgicas

Material cirúrgico: pinças, bisturi, tesoura, tro

carter,fios de algodão

Parafina para preparação histológica»; QUEEL

Placas de Petri do tipo bacteriológico, PYREX

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



i

2.3 - MÉTODOS

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 descrição feita no

capitulo anterior (item l.3.l) .Os animais foram divididos em

8 subgrupos de 5, os quais eram identificados de

acordo com o seguinte código: ODA (ápice da orelha direita);

OEA (ápice da orelha esquerda) ; OEB (base da orelha esquer-

da); SM (sem marca)e ODE Cbase da orelha direita).

Todos os animais foram acompanhados por 27 dias,sen

do pesados de 3 em 3 dias e os diâmetros maiores e menores

dos seus respectivos tumores mensurados com paquímetro, para

calculo dos volumes tumorais.

Os animais foram estudados no 9°, 18° e 27? dias a-

pôs o inoculo tumoral. Em cada um dos dias experimentais, 10

animais escolhidos ao acaso entre os 8 subgrupos, foram ino-

culados por via intraperitoneal com Img de sulfato de vincri^s

tina por quilo de peso corporal, sendo que tais injeções eram

sempre realizadas as 9 horas da manhã. Apôs trinta minutos da

injeção de vincristina, foi iniciado o sacrifício dos animais

em intervalos de 15 minutos, durante 2 horas e 45 minutos,tem

po em que ha boa correlação entre o acúmulo de mitoses e o

69
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tempo de ação da vincristina (WRIGHT et al., 1972; WRIGHT,

1980).

Apôs o sacrifício dos animais por deslocamento da

coluna cervical seus respectivos tumores foram excisados, men

surados com paquíiaetro e pesados, sendo 4 amostras de regiões

distintas retiradas para processamento do índice mitotico.

As amostras tumorais foram rotineiramente fixadas

em fluido de Carnoy C60°6 de álcool absoluto; 30i de clorofõr-

mio e 10°s de acido acético glacial) durante 5 horas e, depois

estocadas em álcool a 7-0 ï. Apôs inclusão em parafina, cortes

de 5 micrõmetros (5wm) foram obtidos e corados com hematoxili

na e eosina C-HE).

2.3.2 - Volumes tumorais e curva de crescimento

Para os cálculos dos volumes tumorais usou-se o pro

cedimento descrito por STEEL, 1977, no qual os diâmetros maio^

res CD) e menores (d) correspondentes, respectivamente, aos

comprimentos e larguras dos tumores são medidos, sendo a es-

pessura desprezada. Sendo assim, os volumes tumorais (em cm")

foram calculados pela seguinte formula:

V = n D x (d ) ^ considerando n = 3
6

Em seguida, a curva de crescimento do tumor foi pre^

parada, plotando-se, em escala semilogaritmica, os volumes tu

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

A taxa de crescimento do tumor (K^,) para cada um

dos dias experimentados foi calculada a partir da sua curva

de crescimento, obtida conforme descrição 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 cálculo'da tangente em cada ponto

desejado, levando-se em consideração a diferença dos volumes

tumorais expressos em logaritmo.

2.3.4 - Taxa de produção celular

, ^

.*•.-

A taxa. de produção celular CKTi) foi calculada a pa.r_

tir do índice mitôtico acumulado por hora, utilizando-se cor-

tes semiseriados de Sum de espessura,provindos de fragmentos

de tumores incluídos em parafina. Avaliou-se o índice mitõti-

co CIM) do tumor nos 10 animais de cada grupo experimental,me^

diante a seguinte formula:

IM = NM x 100, NM = número de células em mitose

NC = número total de células

A contagem das células tumorais foi realizada atra^

vês da microscopia óptica com objetiva NEOFLUAR CARL ZEISS 63

XX, adaptando-se ao microscópio uma ocular integradora (ZEISS

KPLjcom tela de 100 pontos C.Fig- 2.3). Os limites externos

desta tela definem um quadrilátero de área fixa que foi adota

iJNIï[ll:iii;âOÍ i^:^[ 30 CliU
tliulioiucii Setuiiai Jc Jièiieias da Saúda

I
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do como unidade de campo.

Na determinação do número mínimo de campos necessá

rios para a estimativa do índice mitõtico, utilizou-se a tëc-

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 mitotica e em fase não

mitõtica (Fig. 2.4), num total de 100 campos sucessivos. A se

guir foram verificados os valores da media acumulada a cada

10 campos, ate obter-se a média dos 100 campos, cujo calor

correspondeu a lOOi. Apôs verificar o valor de cada media açu

mulada correspondente ao estimado para os 100 campos, pode-se

determinar que as mesmas se estabilizaram aproximadamente a-

pôs 60 campos, com variação de 10^ (Fig. 2.5). Portanto, 60

foi o número de campos escolhido para a contagem de células

nos demais animais. Os valores numéricos dos dados obtidos es

tão registrados na Tabela 11.1.

O índice mitôtico acumulado foi então plotado con-

tra o tempo apôs injeçao de vincristina. A declividade obtida

(B) na análise da linha de regressão forneceu a taxa de produ

cão celular do tumor CK^), para cada grupo experimental.

2.3.5 - Taxa de perda celular e índice de perda celular

:•(

J

A taxa de perda celular do tumor CKj^) foi calcula

da, a partir do conhecimento das taxas de crescimento CKg) e
de produção celular (Kg), utilizando-se a seguinte formula
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FIGURA 2.4 - Aspecto tumoral apôs bloqueio com vincristina. Ob

serve células tumorais em fase mitotica (setas) e
fase não mitõtica. O material foi incluído em pa
rafina e corado em H.E. (600XX).
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Note-se que foram lidos 100 campos;as médias se es-
tabilizaram era 60 com variação de l O i. Portanto
este foi o nç de campos escolhido para a determi
nação dos indices mitõticos dos deinais animais.
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TABELA II-l-Valores dos indices mitõticos (médias

de uma lamina de cada grupo experimental
estimativa do número de campos mínimos necessâri-
os. Qbserve-se que foram lidos 100 campos

N9 de campos

observados

índice mitotico acumulado

99 dia (°é) 18? dia C°â) 27° dia Cos)

-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)

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 C98,2)

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)

•ï

liiiuRSi^.i.j^njA^^il
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(AHERNE et al., 1977):

KL ' KG - KB
O índice de perda celular C^) foi determinado como

se segue (STEEL, 1978):

K,
^ = —]_
KB

2.3.6 - Tempo potencial de duplicação

I

O tempo potencial de duplicação CTnn)' ou tempo apa

rente do ciclo celular (TcCa)'), foi calculado assumindo-se um

crescimento exponencial do tumor e de acordo com a formula

(STEEL, 1977):

= Ln 2T
PD

KB

2.3.7 - Tempo de_duplicação da população

O tempo de duplicação da população (Tp) foi deterinj_

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

cordo com a formula (STEEL, 1977):

= Ln 2T
D

KG '.

2.3.8 - Analise estatística

Na avaliação dos volumes tumorais calcularam-se a
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media ± erro padrão da media (SNEDECOR § COCHRAN, 1973.

Na determinação do número mínimo de campos necessâ

rios para a estimativa do índice mitõtico, utilizou-se a têc-

nica da média acumulada (WILLIAMS, 1977).

Na analise das taxas de produção celular utilizou-

se o teste do paralelismo entre 2 retas através de compara-

coes entre linhas de regressão dos grupos I (9° dia) e III

(27° dia) CBROWNLEE, 1960; SNEDECOR § COCHRAN, 1973).

^

/.

\m^.
•.^:

y
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2.4 - RESULTADOS

2.4.1 - Crescimento do tumor e índice de pega '

Em 33 dos 40 ratos transplantados, o tumor tornou-

se palpável no 3Ç dia apôs a introdução do inoculo tumoral,

dando um índice de pega de 82,5^. No 6° e 9° dias, o

índice de pega permaneceu o mesmo. No 12°, no entanto,

observou-se regressão quase total de 2 tumores, razão pela

qual passou-se a ter um índice de pega menor (77,5%), o qual

permaneceu até o final do experimento (Tabela 11.2).

Os tumores cresceram como massas subcutâneas, ovõi-

dês ou esféricas ,de dimensões bastante variáveis': no 9° dia, o

diâmetro maior variou de 1,0 a 3,6cm; no 18° dia de 2,3 a 5,8

cm e no 27° dia de 4,6 a 8,9cm. Os dados referentes aos volu-

mês médios, diâmetros maiores e menores e pesos dos tumores,

mensurados ao longo do experimento, encontram-se na Tabela

11.2. Nota-se que, mesmo com um número considerável de anima

is usados para cada média, os erros padrões mostram valores

muito altos, particularmente nas ultimas medidas, indicando

uina variação considerável nas taxas 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-

78
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TABELA 11.2 - Valores médios dos volumes, diãTnetros e pesos
observados no tumor TEGS-2047. Os dados dos vo-

lumes tumorais foram utilizados para a obtenção
da curva de crescimento do tumorC*)

Dias apôs

o trans-

plante

Parâmetro observado

Volume Diâmetro Diâmetro Peso   de
(cm^) maior C.cm) menor (cm) (9) Animais

5

6

9

12

15

18

21

24

27

0,647
±0,094

±2,40

±0,336

0,47
±0,932

13,57
±1,62

19,56
±2,27

37,46

±6,31

45,98

±9,12

54,51

±9,52

60,85

±9,83

1,53
±0,505

±2,33

±0,618

3,08

±0,716

5,46
±0,846

4,08

±0,98

4,98

±1,06

5,13
±1,28

5,96

±1,S2

6,54

±1,42

0,918

±0,27

±1',433

±0,424

2,21

±0,474

2,80

±0,573

5,096

±0,637

3,87

±0,79

4,23
±0,82

4,27
±0,89

4,21

±0,815

3,01

±0,378

17,8
1,78

33

33

33

33

21

21

21

11

44,3

±7,02

11

C*) Resultados expressos em media ± erro padrão

w
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menta linearmente ate O 9? ou 10'? dias; a partir desse ponto
parece crescer exponencialmente ate por volta do 219 dia,

quando se nota uma marcada diminuição no crescimento, princi-
palmente depois do 249 dia. A curva de crescimento do tumor é

compatível com um padrão que segue a função de GCT'IPERTZ (STEEL,
1977).

2.4.2 - Parâmetros cinéticos

Os dados cinéticos obtidos com o uso do bloqueador

de mitose CVincristina) são mostrados nas Figuras 2.7, 2.8,
2.9 e nas Tabelas 11.3, 11.4 e 11.5.

2.4.2.1 - Taxa de produção celular e tempo potencial de dupli-
cação

'^

No 9° dia,a taxa de produção celular (K^,) foi de 0,0402

cels./cel/h Cou 40,2 cels./lOQO cels./h). No 18° diaconstatou-se

uma queda da Kg para 0,0288 cels./cel./h(ou 28,8 cels./lOOO
eels./h).Uma queda ainda maior na taxa de produção celular foi

observada no 27Ç dia,onde a Kg foi de 0,0222 cels./cel./h (ou
22,2 eels.71000 eels./h).As diferenças entre os valores de K^

não foram tão marcantes,embora tenha'se encontrado uma diferen

ca estatisticamente significativaC.p<0 ,05) entre as K dos dias

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

rimental (Tabela 11.3) mostram claramente que ha uma diminui

I
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cão da- taxa de entrada das células em mitose,ã medida que o

tumor evolui, do 9<? ao Ï1<) dia.

Para cada período de tempo estudado, um bom grau de

linearidade foi obtido, nas linhas de regressão, o que pode

ser verificado pêlos valores de r2 sempre acima de 0,80
(Figuras 2.7, 2.8, 2.9 e Tabela II.4).

O tempo potencial de duplicação CT^n) para o 9°,18°

e 27° dias .foi,respectivamente 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 ã medida que o tumor evolui, embora

a diferença entre eles não tenha sido considerável.

2.4.2.2 -Taxa de crescimento e tempo de duplicação real

As taxas de crescimento (K^) para os dias experimen

tais, 9,18 e 27, foram respectivamente 0,6617 cra"/cm~'/dia (ou

0,0275 cm3/cm3/dia (ou 0,02275 cm3/cm3/hora), 0..28 33 cm3/cm3/
dia (ou 0,0118 cm3/cm3/hora) e 0,04205 cm3/cm3/dia (ou 0,00175
cm /cm /hora) e demonstram que ha uma diferença considerável

do crescimento tumoralprincipalmente entre o 99 e o 27? dias

(Tabela 11.5).

O tem-po de duplicação real (Tp) da população tumo-

ral aumentou consideravelmente (16 vezes) ,ã medida que o tu

mor evoluiu, de forma que passou de 1,047 dias (ou 27,13 ho-

rãs) 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 apôs o ino

I
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FIGURA 2.7 - índice mitôtico acumulado no 9° dia de evolução
do tumor. A taxa de produção celular (Kc) neste
dia foi obtida a partir da analise da declividade

da linha de regressão.
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TABELA 11.3 - Valores dos indices mitõticos (^) em relação ao

tempo de ação da Vincristina (min.) para cada
grupo experimental. Tais valores foram utiliza

dos no calculo das linhas de regressão

Tempo de ação
da Vincristi-

na (min.)

índice mitôtico C^)

Grupo l
C9? dia)

Grupo 2
C180'dia)

Grupo 5
C27?'dia)

30

.45

60

75

90

105

120

135

150

165

5,55

5,94

7,88

0,05

9,78

11,80

8,93

13,50

13,57

13,91

4,08

6,11

6,37

7,84

9,52

10,73

9,60

10,36

8,94

12,28

2,67

2,10

1,88

2,75

6,35

6,75

5,35

6,08

6,76

6,18

<;

TïïmïïJm-ïïG7iuoo c u R í
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culo tumoral (Tabela II .5). .

2.4.2.3 - Perda celular . . :

Os valores das taxas de perda celular (K^) e dos

índices de perda celular (já) encontram-se na Tabela 11.5. Ob-

serva-se que ha um aumento significativo da perda celular ã

medida que o tumor se desenvolve- Assim, no 9° dia (^=

0,3134),para cada 100 células nascidas,aproximadamente 32 são

perdidas; no 18° dia (^ = 0,5902)- cerca de 60 células são

perdidas e,no 27° dia (^ = 0,9189),o tumor chega a perder qua

se 92 células para cada 100 produzidas. Nota-se.portanto, que

o aumento da perda celular, muito mais que a diminuição da

produção celular, è um fator decisivo para a redução da taxa

de crescimento nos últimos dias de evolução do tumor.

^
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2.5 - DISCUSSÃO ..••• . .

2.5.1 - Transplantabilidade e padrão de crescimento do tumor

:/

PEYRILHE em 1773, ao transplantar, embora com insu-

cesso, tecidos neoplãsicos humanos para animais, abriu campo

para estudos biológicos e terapêuticos em cancerologia CSTE-

WART et al., 1953). Entretanto, coube a CORNILL em 1891,des-

crever a primeira experiência bem sucedida de transplante de

câncer em animais experimentais.

A determinação da existência de tumores malignos es^

pontãneos em animais, favoreceu o desenvolvimento de experiën

cias que, a partir de então, passaram a ser feitas entre ani^

mais de uma mesma espécie de forma que alguns parâmetros como

idade, sexo e duração do implante, passaram a ser controla

dos CPBERLING, 1961).

A aplicação repetida de alcatrão na orelha de coe-

lhos levou, pela pj-imeira vez, â indução de um carcinoma por

agente qLrímico (YAMAGIWA § ICHIKÁWA, 1918). Posteriormente a-

tribuiu-se ao bsnzopireno e dibenzoantraceno, componentes do

alcatrão, a ação carcinogënica deste último (SHIMKIN § TRIO-

CO, 1969). A partir daí uma grande variedade de agentes quím3_

cos têm sido identificados como possuidores de ação carcinoge^

nica.
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Algumas neoplasias espontâneas em animais, tais co

mo a leucemia bovina e de gatos, doença de Marek em pintos,

adenocarcinomas mamãrios de camundongos e outras, tem sido

relacionadas etiologicamente com virus como oncornavirus, pa-

povavírus, adenovirus e vïrus do grupo herpes (RAPP § 0'CON-

NOR, 1982).

As descobertas sobre a indução de neoplasias malig-

nas por vírus ou agentes químicos carcinogenicos, bem como a

possibilidade de trans.pl ant e de tais tumores em laboratõrios,

deram origem ã existência, hoje, de uma grande variedade de

tumores. Estes, mantidos por transplantes sucessivos ou em

meios de cultura,têm permitido um maior numero de estudos ex-

perimentais em oncologia.

A descrição de tumores fibrohistiocïticos espontã-

neos ou induzidos em animais experimentais, ë um fato recen

te (YOMOTO § MORIMOTO, 1980; GREAVES et al., 1980, 1981,1985;

WARD et al., 1981; KONISH et al., 1982; KHAR, 1986). Por essa

razão tem-se dado importância â criação de modelos experimen-

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

No presente estudo, o tumor TEGS-2047 — definido

como um fibrohistiocitoma maligno de ratos, conforme demons-

trado no capítulo l — mostrou um índice de pega em ratos Wis^

tar jovens aceitável (em torno de 80^) ao longo dos experimen

tos. Isso credencia o TEGS-2047 a fazer parte do extenso rol

de tumores experimentais atualmente disponíveis, além do fato

de, pelo seu padrão histológico, 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-

vestigação, esta, obviamente, distante da ideal, jã que não

sabemos a fração de células viáveis e possivelmente férteis

que foram inoculadas. Entretanto, as variações, embora consi-

derãveis, no crescimento individual dos tumores, refletidas

-nos .vàlQï6.s dos volumes e pesos, não são maiores que aquelas

descritas em outros experimentos onde se contou o numero de

células viáveis injetadas (LALA,i972; TANNOCK, 1968). Resul-

tados semelhantes aos do presente estudo, foram publicados p/

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

O padrão de crescimento do tumor TEGS-2047, mostrou

se compatível com aquele obedecido pela função de GCi'IPERTZ. Ne^s

se sentido em muito se assemelha aos muitos outros tumores

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

2.10).

2.5.2 - Cinética 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 não poder nianter uma taxa de crescimento i-

gual à taxa maxima de proliferação das células do parenquima

(LAIRD, 1964; STEEL § LAMERTON, 1966). A maioria dos tumores

sólidos experimentais que crescem nos tecidos subcutâneos,
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possui um.centro necrõtico mesmo nos estágios iniciais; o su

primento de sangue entra no tumor, portanto, de fora para den
'tro (STEEL, 1982).

TANNOCK C1968, 1969), estudando um carcinoma mamâ-

rio transplantãvel, o qual crescia seletivamente em volta de

vasos sanguíneos, demonstrou que a fração de crescimento da

população celular do tumor, diminuía ã medida que aumentava a

distancia do suprimento sanguíneo, prejudicando, portanto, o

ambiente nutricional destas células tumorais. Era de se espe

rar, então, que as taxas de proliferação celular nas porções

mais superficiais deste e de outros tumores sólidos experimen

tais, em relação as porções mais centrais, avasculares, fos-

sem maiores. AHERNE e colaboradores,em estudos cinéticos com

um sarcoma de camundongos, constataram esse fato, observando

tais parâmetros cinéticos em 3 zonas distintas de amostras tu

morais, as quais foram colhidas em 3 épocas distintas, 7° ,14°

e 21o dias de evolução do tumor. Estes pesquisadores conclui-

ram também que os índices proliferativos dos tumores variaram

com a localização celular, mesmo nos tumores jovens e que pa.T_

te da fração não proliferativa dos tumores mais velhos, era

formada por um grande número de células poliplõides ;e aneu-
ploides (AHERNE et al., 1977).

Tumores sólidos e ascíticos possuem diferentes amb^_

entes nutricionais e a comparação dos parâmetros cinéticos em
tumores sólidos e ascíticos derivados de um mesmo tipo histo-

lógico celular proporcionou a compreensão de alguns possíveis
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f atares influenciadores da proliferação celular. A primeira

investigação deste tipo foi realizada por FRINDEL et al(1967),

'num fibrossarcoma de camundongo. Nesse estudo mostrou-se que

a desaceleração do crescimento ascítico foi provocada, em

grande escala, por um aumento no tempo médio do ciclo celular,

ao passo que mudanças na taxa de crescimento dos tumores soli

dos foram resultantes de um aumento na taxa de morte celular

e de uma diminuição na fração de crescimento. Um segundo esta

do, realizado por TANNOCK C1969) nos tumores ascítico e sôli

do de EHRLICH, constatou que a desaceleração do crescimento

no tumor na sua forma ascítica, 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 sõl^

dos, a principal razão para essa desaceleração do crescimento

foi atribuída ao aumento da taxa de perda celular. Neste esta

do verificou-se uma certa manutenção da produção celular nos

grandes tumores, mesmo apôs constatação de um decréscimo na

taxa de crescimento.

Na presente investigação, verificou-se um decresce

mo nas taxas de produção celular QK^), proporcional ao aumen

to da idade tumoral. As diferenças, embora estatisticamente

significativas Cp < 0,05), foram pequenas para os dois extre-

mos comparados, 9 e 27 dias. As taxas de perda celular (K^) e

indices de perda celular C^)> sntretanto, aumentaram conside-

ravelmente com a evolução do tumor, muito embora jã no 9? dia

haja sido constatada uma perda de 36 células para cada 100
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produzidas pelo tumor (já = 0,36], demonstrando que não só ho

final do crescimento (^=0,92), mas também no inicio, a perda

'celular é expressiva. Tais observações levam a crer que o

crescente aumento da perda celular é a principal causa para a

diminuição da taxa de crescimento do tumor TEGS-2047, mesmo

a despeito da constatação de um decréscimo das taxas de produ

cão celular.

A g-rande necrose tumoral observada nas porções cen-

trais do tumor, mesmo nos primeiros dias de evolução, leva â

conclusão que presumivelmente, foi este o local de ocorrência

da maior parte da perda celular constatada, provavelmente de-

vido a restrição no suprimento de oxigénio e nutrientes.

Achados semelhantes aos descritos acima . e com ou-

tros tumores sólidos experimentais foram reportados por FRIN-

DEL et al C1967) , HERMANS ^ BARENDSEN (1967 e 1969), TANNOCK

C.1968), TANNOCK. § STEEL C1970) e AHERNE et al (1977).

TANNOCK C1968) defende a hipótese de que o oxigénio

pode ter um papel importante no controle da taxa de prolifera

cão celular, em relação ã fração de crescimento. Sua influën-

cia, no entanto, no tempo médio do ciclo celular parece ser

pequena, e, se aquelas células em contato com os vasos sanguj_

neos, têm tempo de ciclo celular curto, fatores outros, além

do oxigénio, estão provavelmente envolvidos. Com base na hipo

tese acima pode-se supor haver uma correlação entre a diminua

cão da fração de crescimento e o volume necrotico relativo do

tumor pesquisado, já que ha evidências de que ambos podem ser

influenciados pelas limitações na difusão do oxigénio.

/.
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A proliferação celular pode ser inibida por mudan-

cãs da respiração para glicôlise anaerobica, desde que, esta

ultima, è provavelmente importante nas áreas hipõxicas do tu-

mor. A mudança causa uma redução na taxa de síntese de ATP e

poderia, portanto, inibir a divisão celular pela diminuição

da energia disponível CTANNOCK, 1968, 1970). Entretanto, os

resultados de GULLING et al C-1966) sugerem que ambos, respira

cão e glicõliser-anaerõbica, podem ocorrer em todas as partes

viáveis do tumor, jã que tanto o consumo de glicose como a

produção de lactato aumentam era proporção direta com o oxige^

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

Ha evidências de que células nos tumores ascïticos

parecem ser mais resistentes a anoxia do que em muitos tumo-

rés sólidos, onde, para alguns autores, elas morrem tão logo

tornam-se anoxicas (THOMLINSON § GRAY, 1955; GOLDACRE § SYL-

YEN, 1962; TANNOCK, 1968).

Existe~um número razoável de explicações para este

paradoxo. A ação peristãltica do intestino provavelmente cau-

sá um movimento das células ascíticas dentro do peritonea,pei^

mitindo uma oxigenação permanente nas membranas vasculariza-

das, em volta, por curtos períodos do seu ciclo e isto pode

ser suficiente para prevenir a morte.celular CTANNOCK, 1969).

Portanto, condições mais favoráveis existem, nos tumores so-

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-
.3

.-' ... •.'
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lular pode aumentar quando as células tornam-se anôxicas, in

dependente do fato de elas pertencerem a tumores sólidos ou

ascíticos (TANNOCK, 1969). Ha também evidências de que cëlu-

las mortas liberem enzimas lisossomais e outras substancias

toxicas C.SYLVEN § HOLMBERB, 1965), Altas concentrações de

tais agentes, nos tumores sólidos, como o estudado na presen

te pesquisa, poderia levar ã morte celular e necrose, enquan-

to que agentes similares nos tumores ascíticos poderiam rapi-

damente se diluir e se dispersar quando liberados no líquido

ascítico, como foi descrito por TANNOCK C1969).

Mais recentemente tem-se demonstrado a presença no

soro humano e de coelhos de uma proteína, j ã purificada, a

qual foi .denominada FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF), por suas

propriedades de causar necrose hemorrágica em vários tumores

experimentais "in vivo",bem como ter efeito citotõxico em vã-

rios tumores "in vitro" CAGGARWAL et al., 198.5; ABE et al.,

1985). Agentes usados para estimular a produção de TNF em ca-

mundongos causam hiperplasia de macrofagos no fígado

e baço, sugerindo que tais células funcionem como fontes celu

lares de TNF CMATTHEWS, 1978; MATTHEWS § WATKINS, 1978). A-

lëm disso, recentemente AGGARWAL e colaboradores demonstraram

a produção de um fator de necrose tumoral por células de li-

nhagem monocitoide-símile bem como a sua purificação e ca.ra.c_

terizaçao (AGGARV^'AL et al,1985) .pode-se supor, portanto, que célu

las do tumor em estudo da linhagem fibrohistiocïtica, portan-

to também monocitoide, possam ser responsáveis pela produção.

i
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de um fator de necrose ou fator-sïmile, o qual poderia estar

contribuindo para a grande taxa de perda celular e necrose

'observada no tumor TEGS-2047 ao longo de sua evolução.
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CAPITULO 3
ABORDAGEM FARMACOLÓGICA DO TUMOR- TEGS-2047 (Estudo da hormônio-
sensibilidade e detecção de substâncias biologicamente ativas
no tumor)
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3.1 - INTRODUÇÃO

3.1.1 - Hormõnio-dependëncia em neoplasias malignas

A ideia da dependência hormonal em tumores surgiu

com as observações pioneiras, experimentais e clínicas- de

HUGGINS e seus colaboradores em 1941, em neoplasias de pros-

tatá. Esses autores postularam que o metabolismo e prolifera-

cão das células tumorais, assim como das células normais , das

quais elas se originam, dependiam da atividade de um ou mais

de um harmónio. Na pratica, eles demonstraram que a supressão

hormonal do tumor, tanto pela remoção de glândulas endõcri-

nas, como pela interferência hormonal Ousando harmónios este

roides ou correlatas), causava regressão temporária numa cer-

ta proporção de cãnceres de próstata CHUGGINS § HODGES ,1941a;

HUGGINS et al., 1941b) .

Um grande número de pesquisas semelhantes foram rea^

lizadas, a partir de então. A correlação significante observa

da entre a resposta clínica das pacientes com câncer de mama

ã terapêutica endõcrina e o conteúdo dos receptores de estrõ-

genos em ainostras de seus tumores (McGUIRE et al., 1978) in^

pirou estudos semelhantes com receptores de andrõgenos em neo^

plasia de próstata (MAINÏÏARING, 1979), receptores de proges-

tâgenos em tumores malignos de e.ndomëtrio (EHRLICH et al.,

100
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1978) e receptores de glicocorticoides em varias doenças ma-

lignas hematológicas (LIPPM'\Net al., 1973). A influência que

lionnonios esteroides podem exercer sobre a incidência e o

prognostico do melanoma maligno humano, tem também sido pes-

quisada nos últimos anos CSADDOFF et al., 1973; BELIZARIO

1982).

Mais recentemente denionstrou-se a presença de

tores esterôides androgënicos e de glicocorticoides em al-

guns sarcomas de partes moles humanos incluindo tumores de na

tureza fibrosa (CHAUDHURI et al., 1980). No entanto a influ-

ëncia que os hormõnios esterõides podem exercer no crescimen

to d'esses tumores não tem sido relatada na literatura.

Os vários modelos laboratoriais disponíveis para o

estudo da hormõnio-dependëncia no câncer. são representados

por exemplos de tumores situados, em sua maioria, nos tecidos

naturalmente alvo de harmónios Cmama, endomëtrio, hipófise,

próstata). Estes tumores vem sendo mantidos em diferentes es-

pëcies de animais de laboratório ou meios de cultura, com di-

f crentes linhagens celulares e alguns são derivados de neo

plasias hormônio-dependentes humanas. Nesse sentido, tem-se

como importantes os seguintes: i) câncer mamãrio de rato indy

zido pêlos carcinogenos Dimetilbenzantraceno CDMBA) e 3-metU

clorantrçno CHUGGINS et al., 1959); ii) câncer mamârio trans-

plantâvel de rato-R-3230AC QHILF et al., 1965; McGUIRE et
al., 1971); iii) câncer mamário de camundongos (RICHARDS et

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

-•i
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.1,

camundongo induzido por DMBA (SEKIYA et al., 1972); v) cân-

cer da hipófise dependente de estrogeno (QUADRI,. LU § MAITES,1972 ;

JORDAN, 1980); vi) adenocarcinoma prostático transplantável

de rato (SMOLEV et al., 1977; MARKLAND et al., 1978); vii)cân

cer renal de hamster (LI, CUTHBERTSON § LI, 1980) e viii) câncer

de mama de linhagem celular humana (_ex.: MCF7) (ENGEL § YOUNG,

1978).

3-.1.2 - Hormõnios e outras substancias humorais produzidas

por tumores

Alem dos sintomas devidos a massa tumoral ou a inva

são, as neoplasias malignas produzem sintomas mediados por

hormonios ou outras substancias humorais. Nos últimos vinte a

nos uma grande diversidade de síndromes paraneoplãsicas des-

critas na literatura, tem servido de suporte para esse conce^

to.

Originalmente, a produção de mediadores químicos

por tumores malignos foi considerada rara e se postulou que

a sua causa era uma desrepressão da informação genética (LIP-

SETT et al., 1964). Mais recentemente, tem-se sugerido que to_

dos os cânceres elaboram proteínas "ectõpicas" as quais ape-

nas quando biologicamente ativas são capazes de levar a sin

dromes reconhecidas (ODELL § WOLFSEN, 1980). Exemplos de

substâncias humorais produzidas por tumores malignos incluem

hormônios peptídicos, como o Hormônio Liberador de Tireotrofí
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na (TRH), a Somatostatina, Vasopressina, Ocitocina, Neurofisi

na, Adrenocorticotrofina CACTH), Hormônio Estimulante dos Me-

lanõcitos (a-MSH), Tireotrofina (TSH) , Hormônio do Crescimen

to CGH), Bombesina, Neurotensina, Gonadotrofina Corionica Hu-

mana C-HCG) , Calcitonina, Substancia Paratormônio-símile; pre-

cursores de hormõnios peptídicos como Pro-opiomelanocortina

g-Lipotropina; proteínas fetais como o. Antígeno Carcino-Em-

briônico CCEA) e a alfa-feto.-proteína; enzimas tipo a isoenzi

ma fetal da fosfatase alcalina e a timidino-quinase. (.ODELL §

WOLFSEN, 198.0, MAURER, 1985) . Todos estes fatores humorais

têm sido encontrados em indivíduos portadores do carcinoma de

pequenas células do pulmão CMAURER, 1985).

Por outro lado, são numerosas as evidências existen

tes, relacionando prostaglandinas com câncer. Prostaglandinas

da serie PGE tem sido encontradas em vários tumores experimen

tais espontâneos ou induzidos, sólidos ou ascíticos C-SYKES §

MADDOX, 1972). TASHJIAM e colaboradores estudando dois tumo-

rés experimentais, o fibrossarcoma transplantável de camundon

gos CHSDM1) e o carcinoma VX2 de coelhos, verificaram uma re-

lação direta entre a hipercalcemia detectada nos animais e

um aumento da concentração plasmãtica de prostaglandinas, a

qual era detectada apôs o implante do tumor CTASHJIAM et al. ,

1978). Produção de prostaglandinas tem também sido demonstra-

da em vários tumores humanos, incluindo, adenocarcinomas pu:L

manares, tumores de esõfago, cervicais e de parotida (ROBERT

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

';1

^

^
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ma CMALACHI et al., 1981).

A presença de ácidos graxas saturados e insaturados,

bem como de prostaglandinas das séries E e F no tumor fibro-

histiocítico (tumor TEGS-2047), descrito nos capítulos ante-

riores, foi demonstrada recentemente em nosso laboratório

CTROMPIERI, 1984).

Em adição, tem-se mostrado a associação de síndrome

carcinoide com híperserotoninemia e/ou aumento da excreção u-

rinâria de acido 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 endógenos reguladores do crescimento de. cëlu

las normais e/ou malignas

Segundo IVERSON, os reguladores endógenos do crescj_

mento celular podem ser classificados em estimulatõrios, ini-

bitorios e moduladores CIVERSON, 1985). Exemplos típicos de

fatores reguladores estimulatõrios são os hormõnios trõficos

Chorni-onio tireoidiano, cortisona, estrogeno, etc.), o fator

de crescimento epidérmico CEGF) e o fator de crescimento do

nervo (NGF) (KOROLY § YOUNG, 19.81; CARPENTER, 1981; IVERSON,

1985). Alguns pesquisadores têm referido a existência de ou-

tros estimuladores como o fator de crescimento derivado da

plaqueta(PDGF) (ROSS, 19âl) e os fatores estimuladores de co-

lonia CCSF) para granulocitos, eosinofilos e células da linhs^



;•- -•"^••.ï"

105

gem eritrocitâria e megacariocítica (METCALF, 1981). Em al-

guns tecidos, e especialmente em tumores, registra-se a pre-

sença de fatores angiogënicos (FOLKMAN et al., 1971; GULLING,

1981) que estimulam o crescimento de células endoteliais e

capilares.

BULLOUCH,em 1967 deu o nome de "Chalonas" aos re-

guiadores endógenos inibitórios do crescimento celular. No en

tanto, tal conceito não parece ter aceitação universal CIVER-

SON, 1985). .No sistema hematopoëtico, por exemplo, muitas

substancias Cprostaglandinas, fator inibidor de colónia deri-

vado do neutrofilo, inibidores sericos, inibidores leucemi-

cos, supressores imunes e lactoferrina) embora tidas como ini

bidoras da proliferação celular nã0( tem sido reconhecidas co-

mo chalonas por alguns pesquisadores CFITCHE, 1981). Mais de

vinte anos de pesquisa de chalonas não tem levado, entretanto

ã síntese e purificação de substâncias deste tipo. Apenas re

centemente registrou-se a provável purificação de uma chalona

granulocítica composta de cinco aminoácidos CIVERSON, 1985).

Com relação aos fatores endógenos de regulação do

crescimento tidos como moduladores, tem-se sugerido que a.1-

guns hormônios, especialmente os glicocorticõides, podem pos-

sivelmente receber tal denominação CIVERSON, 1985).

CARSWELL e colaboradores ,em 1975, reportaram que o

soro de camundongos , ratos e coelhos previamente infectados

com Mycobacteriumbovis cepa Bacillus Calmette-Guêrin (BCG) e
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subsequentemente tratados com endotoxina, causou necrose he-

morrâgica de vários tumores em camundongos sem efeito aparen-

'te sobre o hospedeiro. O composto responsável por essa ativi-

dade do soro foi chamado. de Fator de Necrose Tumoral C.TNF) (AG

GARWAL et al., 1985). Posteriormente foi demonstrado que tal

fator apresenta atividade citostãtica e citocida em várias li

nhagens de células .malignas em cultura, porém sem nenhuma a-

tividade em células normais humanas, de coelho e galinha, nas

mesmas condições CAGGARWAL et al., 1985; ABE et al., 1985).

A purificação desses fatores de necrose, a partir

de tecidos humanos e de coelhos ,tem demonstrado que eles são

de natureza proteica e que apresentam grande semelhança estru

tural com outras linfocinas e linfotoxinas já descritas (AG-

GARWALL et al., 1985). (

Tem sido proposto que os macrõfagos são a principal

fonte de produção desses fatores de necrose. Tal observação

tem sido confirmada por estudos "in vitro",usando populações

celulares enriquecidas com macrõfagos CMATTHEWS, 1978),bem co_

mo pela detecção da produção do fator por células malignas de

linhagem monocitoide CAGGARWALL et al,1985).pode-sesupor, portan

to,que tumores sólidos da linhagem histiocítica podem também

ser produtores de fator de necrose tumoral CTNF) ou de outros

fatores de natureza proteica.
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3,1.4 - Objêtivos

Tendo como base algumas das observações descritas a

cima, procurou-se neste capítulo abordar do ponto de vista

farmacológico, o tumor TEGS-2Q47 de natureza fibro-histiocíti

ca, conforme demonstrado no capítulo l. Para tanto resolveu-

se estudar dois aspectos:

l) A influência do sexo, da gonadectomia e do tratamen

to com harmónios esterõides no desenvolvimento

do. citado tuinor e,
t

2) Detectar a presença de substancias biologicamen

te ativas na neoplasia.

•
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3.2 - MATERIAL

3.2.1 - Animais experimentais

Foram usados:

- Ratos albinos ^Rattus norvegzous) , variedade Wis-

tar, de ambos os sexos, com peso mëdio de 120 gramas, com 30

a 50 dias de nascidos, provenientes da colónia do Biotério do

Departamento de Fisiologia e.Farmacologia da Universidade Fe-

deral do Ceara. Todos os ratos foram mantidos em gaiolas de

plástico com grade de arame de aço inoxidável na parte supe^

rior, recebendo agua "ad lihitum" e ração balanceada coelhex-

CBR.

- Cobaias albinos ÇCavz-a poroel.lus'} , de ambos os se^

xos, com peso variável entre 30.0 e 400 gramas, provenientes

do Biotêrio do Departamento de Biologia da Universidade Fede-

ral do Ceara.

5.2.2 - Soluções fisiológicas

Os sais utilizados no preparo das soluções fisio-

lógicas foram de pureza analítica (MERCK). Todas as concentra

coes foram expressas em "mil imolar .

- Solução salina: Na.Cl 154

108
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- Solução Tampão Tris- HC1 0,05M, pH 7,5

-Solução de Tyrode:NaCl 136;KC1 2,68; CaCl^ 1,8;
MgCl 0,92;^aH^O^ O.SóíNaHCO^ ll,9;glicose 5,5

- Solução de Jalon: NaCl 154; KC1 5,3; CaCl^ 0,6
NaH^PO^ 0,3; NaHCO^ 6,9; glicose 2,7

3.2.3 - Drogas

- Acetato de Medroxiprogesterona CFARLUTAL-AD 500).

Farmitalia Carlo Erba S/A

- Acido acetil salicílico CENDOSPRIN7)-Lab. anila.

Solução a 200mg/ml

- Bradicinina - sintetizada pelo Prof. A.C.M.Paiva.

Escola Paulista de Medicina - SP

- Benzoato de Estradiol - CBENZOGINOESTRIL AP)

Lab. Sarsa)

' - CloranfenicolCSINTOMICETINA-Lepetit-Sol.lOOmg/ml

- Cloreto de acetilcolina - Sigma Chemical Co.

- Cloridrato de ciproheptadina - Sandoz - Brazilea

- Cloridrato de Difenidrainina CBENADRYL) - Sigma

Chemical Co.

- Diidrocloreto de His.tamina - Sigma Chemical Co.

- Diet'ilestilbrestrol - Sigma Chemical Co.

- S.Hidroxitrptamina C5HT) - Sigma Chemical Co.

- Propionato de Testosterona - CDURATESTON) - Lab.
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ORGANON DO BRASIL LTDA.

- Sulfato de Atropina - Sigma Chemical Co.

- Tripsina e Quimotripsina - Worthington Biochemi-

cal Corp. Peptides.

3.2.4 - Reagentes e corantes

l

- Acetona - MERCK

- Acido clorídrico - MERCK

- Álcool etílico - HERZOG

- Éter etílico - REAGEM

- Metanol - REAGEN

3.2.5 - Aparelhagem

- Balança, Metier modelo P.

- Medidor de pH, Metron

- Autoclave - Fabber

- Centrífuga - BECKMAN modelo J-21C

- Fisiõgrafo Desk modelo DMP-4B

- Quimografo E Zimmermann - Leipzig

Banho-Maria. SOC - Fabber Ltda.

- Estufa de secagem e esterilização, PANEM, modelo

5.15 SE
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3.2.6 - Materiais diversos

- Homogeneizador manual de POTTER

- Pipetas e provetas, PYREX

- Placas de Petri do tipo bacteriológico, PYREX

- Becher de 10,50 e 100ml, PYREX

- Material cirúrgico: pinça, bisturi, tesoura, tro-

.carter

- Luvas cirúrgicas

Laminas e lamínulas

•^
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3.3 - MÉTODOS

3.3.1 - Estudo da dependência 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-

pôs de 20.

O grupo I, formado por ratos machos e o Grupo li

por fêmeas, receberam o inoculo tumoral, de acordo com a dês

crição do capítulo l. Fëz-se o acompanhamento desses animais

durante 27 dias. Assim, a cada 3 dias eles eram pesados e os

diãinetros dos seus respectivos tumores eram medidos com paquí

metro, para calculo dos volumes tumorais de acordo com a for-

mula descrita por STEEL, 1977. Apôs o sacrifício dos animais

foram retirados o fígado, o baço e o tumor, os quais foram

pesados em balança analítica. Curvas de crescimento foram pré

paradas colocando-se os volumes tumorais, em escala semiloga-

rítmica, contra o tempo apôs o transplante.

3.3.1.2 -Influência da gonadectomia e do tratamento com hor

mônios esterõides ; .

a) Castração dos animais (Orquidectomia)

112
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Os ratos foram anestesiados com éter etílico e colo

cados em decúbito dorsal com as patas presas numa mesa cirúr-

gica. Apôs a localização dos testículos na bolsa escrotal,foi

feita uma incisão, com tesoura, na pele entre os dois testícy

los. A seguir, os tecidos que envolvem os testículos foram

divulsionados com tesoura ate atingir a túnica vaginalis. Por

compressão, os testículos e os cordões espermãticos, de cada

lado, f oram expostos totalmente e a seguir apôs ligadura no

cordão espermâtico com fio de algodão, foram removidos. A pe-

lê da bolsa escrotal foi suturada com fio de algodão.

b) Tratamento com .Testosterona

Trinta ratos Wistar machos foram inoculados com o

tumor pela técnica já descrita CVer capítulo l) e divididos

em 3 grupos de 10, assim distribuídos:

Grupo C T-, : Animais castrados e tratados diariamen

te com propionato de testosterona, 300

pg/lOÇg de peso, em solução oleosa, por

via subcutânea, durante 14 dias.

Grupo CN T^ : Aniinais castrados e injetados diaria-

mente com 0,2ml de óleo de algodão,

por via subcutânea, por 14 dias.

Grupo C-, : Animais controle, não castrados e também
injetados com 0»2ml de óleo de algodão

por via subcutânea, diariamente durante

14 dias.

I
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Os animais foram pesados de 3 em 3 dias e sacrifica

dos, por deslocamento da coluna cervical,nó l5? dia e seus

respectivos tumores excisados, pesados e mensurados com paquí

metro. Os volumes tumorais foram calculados de acordo com a

formula propost.a por STEEL, 1977. Os animais foram castrados

30 dias antes do transplante tumoral. De cada animai,^-retirou-se

a próstata, a vesicyla seminal,o fígado e o baço os quais fq

ram avaliados quanto aos seus pesos.

-c) Tratamento com Acetato de medroxiprogesterona CMPA)

Trinta ratos Wistar machos foram inoculados com Q

tumor conforme descrição anterior CVer capítulo l) e dividi-

dos. em 3 grupos de 10, ^assim distriBuïdos:

Grupo C T.,: Animais castrados e inoculados diariamen

te com MPA, 100mg7]<g7peso, em SQlução a

quosa, por via intraperitoneal durante

21 dias. Os animais deste grupo receba

ram tratamento prévio com Benzoato de

Estradiol C100i.ig7l00g de peso) por via

subcutânea, diariamente por 04 dias, pa_

ra estímulo da síntese de - • receptores

progestínicos CFORMELLI et al., 1982).

Grupo CN T.,: Animais castrados e inoculados diária^

mente com Q,2ml de solução salina, por

via intraperitoneal durante 21 dias.

Grupo C 2: Animais controle, não castrados e também

/
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inoculados com 0,2ml de solução salina

por via intraperitoneal durante 21 dias.

Os animais foram acompanhados por 21 dias, sendo pe^

sados a cada 3 dias. Foram sacrificados no 22Ç dia por deslo-

camento da coluna'cervical e a seguir avaliados conforme a

descrição do item anterior. Entretanto, não avaliou-se neste

experimento os pesos das próstatas e vesículas seminais dos a_

nimais experimentais.

3.3.2 - Detecção de substancias biologicamente ativas no tumor

3... 3. 2. l ~ Método de extração

O método de extração 'inicial tentado, visou o uso

de solventes menos e mais polares. Para tanto, escolheu-se o

procedimento descrito por LEEMAN § HAMMERSCHLAG na extração
da substância P QCHANG § LEEMAN, 1970), como referencial, in-

troduzindo algumas modificações QVer Fig. 3.1). A sequência,

para cada extração foi a seguinte:

l) Dois animais portadores do tumor TEGS-2047 com

14 dias de evolução, eram sacrificados por deslocamento da co-
luna cervical, sendo' seus tumores e-xcisados e colocados em pla^

ca de Petri sobre uma.bandeja de aço inoxidável contendo gelo.

2} A seguir, as amostras tuiqorais eram fragmentadas

com auxílio de pinça e tesoura e pesadas. O material era en-

tão homogeneizado por 30 minutos em acetona, ou metanol ou eta
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nol na proporção de 9ml para cada grama de tumor.

3} Utilizou-se, neste procedimento, um homogeneiza

âor 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 l hora ou 24 horas e, em seguida, submetido a

centrifugação, a 15.000 rpm por 30 minutos, a 4?C.

5) Ao final da centrifugação, recolhia-se a fração

sobrenadante solúvel, desprezando-se a fração precipitada. O

material recolhido era, imediatainente, transferido para placas

de Petri, previamente pesadas, e secadas a vapor frio, utili-

zando-se secador de cabelos convencional.

6] Apôs a total evaporação do solvente, as placas

eram novamente pesadas. A diferença dos pesos correspondia,

portanto, a quantidade de material extraído, o qual era resus-

penso em. solução Tampão Tris-HCl 0., 05M, pH 7,5 Çlml de tampão

para cada 3mg de material) .

7) A seguir, o material extraído era ensaiado nas

preparações biológicas descritas abaixo.

3.3.2.2 - Atívidade do .material;biolõgico em preparações biol.o

gicas

3.3.2.^.1 - Ütero isolado de rata

Foi utilizado o.método de HOLTON C1948). Ratas vir

f, ITÏÏÏtRSIlÍmftíiniU 03 CltRÍ
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TUMOR

i
HOMOGENEIZAÇÃO

^
4

^ /. /.\ •t'.- -. ^
METANOL a :9) ETANOLyü:9) ACETONA Q:9)

ï
REPOUSO POR J. OU 24 HORAS

ï
CENTRIFUGAÇÃO ~ 15.000 RPM

4-~
SOBRENADANTE

i
~ï

PRECIPITADO

Cdesprezado)

SECAGEM

ï
RESUSPENSÁO COM TAMPÃO TRIS-HCL 0^05M/pH 7^5

l .
ENSAIO BIOLÓGICO

FIGURA 3.1 - Método de extração de material biológico a par

tir de amostras do tumor TEGS-2047
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gens, corn peso em tomo de 150g, estrogenizadas 18 horas antes

com Dietilestilbestrol CO.lmg/lOOg de peso), por via intrape-
titoneal, foram sacrificadas e colocadas em posição de decúbi
to dorsal e feita uma incisão em "V" no abdómen. A pele e a
camada muscular foram rebatidas e os intestinos afastados. O ú

tero foi dissecado e os dois cornos uterinos foram afastados

em suas extremidades e ao nível do colo uterino, sendo ime-

diatamente transferidos para uma placa de Petri, contendo solu

cão nutritiva de Jalon, aerada continuamente. Um segmento de

1,5 a 2,0 centímetros de comprimento, obtido de cada corno ute^

rino, foi montado em banho para musculatura lisa, adaptado a

uma câmara de 10ml de capacidade, contendo solução de Jalon,

aerada e mantida ã temperatura de 29°C.

As contraçoes-foram registradas em um tambor movei

de quimografo, através de uma alavanca isotónica, com uma ten-
são de 0,5g e ampliação de 6 vezes. Utilizou-se também o regi^s

tro de contraçoes através de um polígrafo.

A solução nutridora de Jalon eram adicionados atro^
pina C3,7 x 10~7M) e benadryl Cl,5 x 10~6M) para inibir os e-
feitos da acetilcolina e histamina, porventura existentes no

"material biológico" a ser testado.

O tecido permaneceu em repouso por 30 minutos para

estabilização, sendo, em seguida, registradas respostas con-
trateis para o "material extraído do tumor" e demais drogas
ensaiadas C-Bradicinina , 5-Hidroxitriptamina, Ciproheptadina) .
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3.3.2.2.2— Íleo isolado de cobaia

Nesta preparação utilizou-se.o método de MAGNUS

(1904). Cobaias de ambos os se^ços Q00-400g) foram privadas de

alimentos por 48 horas. Para cada ensaio, um animal era sacri-

ficado e colocado era posição de decúbito dorsal e feita uma in

cisão no abdómen. A porção terminal do íleo foi retirada, lava

da com solução de Tyrode e montada em um banho para musculatu

ra lisa, onde foi adaptada uma cânula de Vidro contendo 10ml

de solução.Tyrode,aerada continuamente ã temperatura de 371?C.

As contraçoes foram registradas em um tambor movei de quimõgra.

f o, através de uma alavanca isotõnica, com uma tensão de 0,5g-

e ampliação de 6 vezes. As contrações também foram registradas

em polígrafo, em.alguns experimentos.

O tecido permaneceu em repouso por 30 minutos .para

estabilização, sendo em seguida registradas respostas contrã-

teis para o "material .extraído do tumor" e demais drogas utiU

zadas QBradicinina, 5-Hidroxitriptamina, Ciproheptadina). Atro^

pina e Benadryl, nas mesmas concentrações descritas no item an

terior, foram acrescentadas â solução de Tyrode.

3.5.2.3 - Caracterização farmacológica do material biológico

3.3.2.3.1— Tratamento com Aciido-Acetil-Salicílico CAAS)

Seis animais machos, inoculados com o tumor confor^

me descrição anterior, foram tratados, a partir do primeiro

'í
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dia do inoculo, tumoral, com inj ecoes intraperitoneais diárias, de AAS

(Endosprin),na dose de lOmg/kg/peso corporal, por 14 dias. No

15Ç dia, os animais foram sacrificados para extraçao de mate-

rial biológico, a partir dos seus tumores QVer item 3.3.3.). O

tratamento objetivou inibir a síntese de prostaglandinas pelo

tumor. 0 material extraído era então testado nas preparações

biológicas jã.descritas.

3.3.2.3.2 - Tratamento com Testosterona

•••.; ••; ^..-.- De'z.a'ito ratos Wistar machos foram inoculados com o

'ï.-^ :

tumor pela técnica já descrita QVer capítulo l) e divididos em

3 ^grupos de 6, assim distribuídos:

Grupo I: Animais, castrados 30-dias antes do início do ex

perimento e tratados diariamente com pro-

pionato de testosterona, 300pg/100g de peso, em

solução oleosa,por via subcutânea,durante 14 dias.

Grupo II: Animais castrados e injetados diariamente

corn 0,2ml de óleo de algodão, por via sub

cutânea, por 14 dias.

Grupo III: Animais controle, não castrados e tam-

bem inoculados com O,2ml de õleo de a.1-

•godão, por via subcutânea, 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 excisa

dos e pesados. A seguir, procedeu-se a extração de substãn-

cias biologicamente ativas conforme descrição anterior (Ver

item 3.3.2), para em seguida realizar-se os testes nas prepa

rações biológicas escolhidas Çyer item 3.3.3)'.

3-.3.2.3.3 - Determinação da atividade de enzimas proteolíti-

cãs sobre o material biológico. extraído do tumor

TEGS-2047

Realizaram-se ensaios enzimãticos utilizando prepa

'rações biológicas para medida de atividade residual dos incu

bados contendo o material biologicamente ativo e ;:. a enzima.

Nesse sentido, as enzimas empregadas foram: tripsina e quimo

tripsina, ambas na dose de 4QOvg C3mg/ml). As condições de

incubação foram as mesmas para as duas enzimas, isto ë, Tam

pão Tris-HCl Q,Q5M pH 7,5 contendo Q,1M de NaCl e temperatu

ra mantida a 371?C. Alíquotas de 0,4ml do incubado foram retj^

radas aos 15, 30. e 60 minutos de incubação e ensaiadas em ü~

tero isolado de rata.

3.3.7 -.Análise estatística

I
I
i
i

Os resultados foram expressos como media ± E.P. A

significância estatística dos dados foi calculada aplicando-

se o teste "t" de Student não pareado. Quando necessário os
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valores eram submetidos a análise de variância (SNEDECOR §

COCHRAM, 1973). As diferenças eram consideradas significan-

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

•^s

.1

^
M



^a

w.^

M
3.4 - RESULTADOS

3.4.1 - Estudo da dependência hormonal do tumor TEGS-2047

3.4.1.1 - Efeito do sexo

Os valores relativos aos volumes tumorais de ratos

machos e fêmeas, obtidos ao longo dos 27 dias experimentais,

bem como os pesos finais dos tumores no dia do sacrifício dos

mesmos, encontram-se na Tabela III.l. A curva de crescimen-

to do tumor construída a partir destes dados ê apresentada

na Fig. 3.2.

Observa-se que, nos machos, os volumes tumorais a-

presentam valores maiores em todos os dias experimentais. No

entanto, significãncia estatística Cp < 0,01) foi demonstra^

da em apenas 4 dias (.6°, 9°, 12'? e 249). Os pesos tumorais,

observados no ultimo dia do experimento C27'? dia) foram signi^

ficantemente superiores Cp <; 0.01) nos animais machos em re-

lação as fêmeas.

3.4.1.2 - Efeito da gonadectomia associada ou não ao trata-

mento com Propionato de Testosterona

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

123
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TABELA III.l - Valores médios dos volumes e pesos do tumor
TEGS-2047 inoculado em ratos Wistar machos e

fêmeas. Os dados dos volumes tumorais foram u~

tilizados para a obtenção da curva de cresci-

mento do tumor. Os resultados estão expressos
em média ± E.P.

Dias apôs o Volume tü-
moral Cem0)

Peso final do
tumor (g)

  de
animais

transplante Machos Fêmeas Machos Fêmeas Machos Fêmeas

3

6

9

12

15

18

21

24

27

0,714

±0,106

2,906
±0.367

* *

* *

4,97

±0,549

10,056
±0,978

17,89

±3,114

23,22

±3,925

38-.98

±4,468

51,1
±6,79

52,75

±7,10

**

* *

0,524
±0,119

1,58

±0,178

2,638

±0,25

6,729

±0,86

13,07

±1,83

16,548

±2,139

27,34

±7,31

30,98

±3,89

39,37

±6,07

44,5 37,8

±7,35 ±4,58

19

20

18

18

18

18

17

15

14

17

17

17

15

15

15

14

14

13

-ï

Teste "t" de Student

(**) p < Q,OI
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III.2 e os detalhes estatísticos nas Tabelas 3-A e 3-B Cane

xo).

A analise dos volumes e pesos tumorais, ambos medi

dos no dia do sacrifício dos animais, demonstra que não hou-

vê diferença estatisticamente significativa dos Grupos CT (a-

nimais castrados e tratados) e CNT (animais castrados e não

tratados),em relação ao Grupo C Ccontrole-animais não castra

dos e não tratados) CFig- 3.3). Entretanto, encontrou-se valo

rés estatisticamente inferiores Cp < 0,05) para volumes e pe

sos tumorais,nos animais do Grupo CNT comparados aos do Grupo

CT. A analise de variância não revelou significãncia estatís-

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

Com relação a analise dos pesos do fígado, verifi-

cou-se valores estatisticamente maiores C.P < 0,05) no Grupo

CT, comparados aos do Grupo CNT, sem no entanto, encontrar-se

diferença estatística em relação ao Grupo C CTabela III.2). O

baço não sofreu,-nos três grupos, variação significativa de

peso CTabela III.2).

A analise dos pesos da próstata revelou que o Gru

por CT apresentou valores muito maiores que os do Grupos CNT

Cp < 0,005) e Grupo C CP < 0,05). Encontrou-se também valores

estatisticamente diferentes Cp < 0,05) .entre os Grupos CNT e

C CTabela III.2).

Quanto ã vesícula seminal, observou-se que, ã seme^

Ihança da próstata, no Grupo CT houve aumento significativo

.»

\

A'<
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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 Propj-onato de Testosterona (Gru-

po CT) ou, castrados sem tratamento (Grupo CNT)
e não castrados e não tratados (Grupo C— contra

lê). Os resultados estão expressos em média ±

E.P.
\ ;
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C*) Teste-"t" de Student - p < 0,05,
ao Grupo CT.

em relação
t



128

in i/i
•ri T-i
rt rt
e e
•r-1 T-1
tí tí
d rt

(U /-^
rü E-'

u

cj| oo
+J
d <u
ft rti

O V)
irt o
i=! Tl

cd
tí
•'-1
Ë
o
V)

rt
f-1
3
u

o
p<
3
f-1
u

CTJ
tí
o
?-<
o

(U

w

•H
^->
f
o

\r-f 4->
!/i in
o o

+->
w

<ü (ü
E-i

>

o
.rti

ro

h-1

<
>-]
w
m
<
E-

4-'
ri

tí (ü
4-^ 'Ü
CU
4-1 O
V)

<0
?-> tí
CL, Q

•ri
p<

o o
0^ ?-i
cd PL<

^ e
o

o u
T3
rt w
w o

VH rd
<+i cd

^->
cd
s-i
•p

w
O <ü
.r-1
•ü tn
\<ü O

-è i
W {-l
o +->
w w
<ü d
P4 U

o
n3
rt &<
?-<
•!-> W
vi
cd +l
ü

cd
O .i-1
lcd rd
tí 'o

6
w

• r-1
rt
ë

§
(U

u

e
o

U)
o
ro
rt
^
rt
?-<
-p

o
lcd
tí

<D

4->
w
Ctí
(J

u

EA
o
w
V)
(U
!-i
ft
x
<üo

&<
3 o
?-i lcd
U. W

w
<l>
?-1
o

<—1
rt
>

cn
o

u

o
p^
^
;-(

cn
o
'Ü

U1

tfl
o
rü
cd U T-l
!-i v—/ rt

Ë
•r-1
tí
CTÍ

A

w

o
OT
<ü
&<

3
?-1
u

rt
tí
•H
Ë
<u
V)

cd
1—1
3
u
\H
v>
tu
>

ri
+->
rt
+->
w
t0
?-1
&.

o
L»
ttí
p=l

o
rü
ctí
bO

Vr^
[L,

o
rü

0 d
p.. >

f-<
o
10
^
o

* •»
•it *
•It -ft

'0
r-~
o

»>

o

+1

•ü-
M
t~~

o

»
->s /—
* *
\_/-^-.

c~o
o

»•

o

+1

o
ro

o

•sT
o

o

+<

•<a-
1-1
Oí

*•

o
t —l
•k
•ie
a

v-03
•^t-

o

+1

t~~
M

co

*
*

cn
^-
o

o

+1

LTi
CO
o

o

-ft

E-
u

/ 2>
§'•
u

Csl
o

C3

+1

v0
<ï-
o

o

t~~
o

o

+1

t^
00

o

cn
CM

o

+1

co
m

v0

o

cs

+1

m
t^í

<=?

v0
ro
cs

o

+1

•ïf
c~o
r-{

o

00
tÏ-

C3

+1

CT1
r~~
00

o

tn
o
frQ

C3

+1
r^
o
o

•k

(~~-

E-<
z
u

Q.
&(

ê
ü

u

o
PL,

g
u

E-.
z
u

o
p<
3
^1
u

o
rt

o
Irt
u"
rt

u
u u

o
P< O O
3 P< P<

3
f-

!-<
u

3
?-

o
rt

o
Irt

u u

o
ctí

o
U^ iCtf

<ü
.f-1

4->
tí
ü
ro
3
+-> in
LO O

o
o
T}

rt
r-1
o
{-I

u^
rt

Ë
(ü

o

(U
?-<

^ e
(U

o
aS

o
lcd
u^
rt
r-1
ü
t-i

t
LT) - ^
o r-l m
000

o o o

4->
v v v v

CL, &1 p< p<

ü ^-
4-> *
Vi *
<u *
6- ^-

•K
•ft
•»

•It

* •x. .

»

• ;JI

'•'i

i

•í

'.-<

"?

.-?

'.^

f



129

< ' . - •

de peso em relação aos grupos C (p < 0,005) e CNT (p <0,005) ,

bem como diferença estatística CP < 0,01) destes dois últimos

'entre si CTabela III.2).

3.4.1.3 - Efeito da gonadectomia associada ou não ao trata-

mento com Acetato de Medroxiprogesterona (MPA)

Os .resultados são mostrados na Fig. 3.4 e na Tabela

III.3 e os detalhes estatísticos nas Tabelas 3-C e 3-D Cane

xo).

A analise dos volumes e pesos dos tumores mensura

dos, no dia do sacrifício dos animais, mostra que não houve

diferença estatisticamente significativa dos grupos CT Ca-ni^

mais castrados e tratados) e CNT C-3-nimais castrados e não tra

tados),em relação ao Grupo C Qcontrole-animais não castrados

e não tratados}. CFig. 3.4). Entretanto, encontrou-se valores

estatisticamente inferiores para volumes Cp < 0,05) e pesos

Cp < 0,01) tuinorais, nos animais do Grupo CNT comparados aos

do Grupo CT. A analise de variância não revelou significãncia

estatística para volumes e pesos tumorais, entre os três gru

pôs estudados CTabelas 3-C e 3-D - anexo).

Os pesos do fígado e baço dos animais do Grupo CT,

mostraram valores significantemente maiores Cp < 0,05) que os

do Grupo C, .sem no entanto, revelarem diferenças detectáveis

estatisticamente, com relação ao Grupo CNT (Tabela III.3).
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FIGURA 3.4 - Efeitos no volume e peso tumorais de ratos machos
inoculad.os com o tumor TEGS-2047, castrados e tra
tados com acetato de medroxiprogesterona (Grupo'
CT) , castrado^_sem tratamento C.Grupo CNT) e não
castrados e não tratados CGrupo C*- controle).Os
resultados estão expressos em media ± E.P.obtidos
de 8 animais. Teste""t" de Student.
(,*) p < 0,05 e C**) P < 0,01.
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2.4.2 -Efeito do extrato tumoral em preparações .'biológicas

"in vitro"
»

*.:

5.4.2.1 - Otero isolado de rata

^^ •^
v. •ê.

.»
.*•

A adição dos extratos metanolicos e/ou acetonicos ob

tidos do tumor TEGS-2047 (0,3 ou 0,6 ou 1,2 mg/ml) produziu

respostas contrateis dose dependentes no útero isolado de ra-

ta, em todos os ensaios realizados (Gigs. 3.5, 3,6 e 3.7). En-

tretanto, a adição do extrato etanõlico obtido do tumor, não

produziu contrações no útero isolado de rata em alguns ensaios

e em outros levou a respostas contrateis insignificantes e estci

tisticamente inferiores aquelas provocadas pêlos extratos meta_ '^

nõlicos e acetõnicos (p < 0,005). Estes últimos não apresenta .

rara- diferenças significativas entre si. As respostas contrã-

teis foram comparáveis às provocadas pela bradicinina (.1,1S x

10 *JM, 2,3 x 10 "Me 4,6 x 10 "M) nesta mesma preparação biolo

gica,

3.4.2.2 - Íleo isolado de cobaia

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

No íleo isolado de cobaia, a incubação do extraio me_

tanolico ou acetônico CO,3 a l ,,2 ing7ml) no líquidQ do banho,

levou a respostas contrateis proporcionais ã dose utilizada e

comparáveis as provocadas pela bradicinina (2,3 x 10 M, 4,6 -x

t
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FIGURA 3.5 -Efeito do.material biologicamente ativo presente
no extrato metanolico do tumor TEGS-2047, no ute
ro isolado de rata.

B
-5.

ï^ - Bradicinina Cl,15 x 10-*;M)
B^ - Bradicinina C.2,3 x_10~5M)
B^ - Bradicinina (4,6 x 10~5M)

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

.*



^"

134

-t

.^'

t

.3 i"

»!•h-^^ :^

ia 3min K

•^j

l

ETA ETMETMETA ETMETA <(•

FIGURA 3.6 - Efeito do material biologicamente ativo presente
no extrato metanòlico (ETM) e acetônico (ETA)do
tumor TEGS-2047, ..no útero isolado de rata.

B^ - Bradicinina [1,15 x 10" M)
'l .-5,

B-, - Bradicinina C 2,3 x 10-^M)
B^ - Bradicinina (4,6 x 10-^M)

ETA e ETM - Extrato tumoral acetónico e metanoli-

co,-respectivamente a - 0,3mg/ml; b -
0,6 rng/rnl e c - 1,2 mg/ml.
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10 "M e 1,2 x 10 "M). Os extratos etanolicos, a semelhança do
que ocorreu com o útero isolado de rata, provocaram respostas

'contrateis significantemente menores (p < 0,005) que aquelas
verificadas com os extratos metanõlicos e acetonicos (Fig- 3.9).

Estes, não apresentaram diferenças entre si.

Os éxtratos metanólicos e acetõ-nicos, portanto, con

tinham um material biologicamente ativo e a partir de então ten

tou-se caracterizá-lo farmaco logicamente.

3.4.3 -Caracterização farmacológica do material biologicamen

te ativo CMBA) presente no extrato do tumor TEGS-2047

3.4.3.1 - Atividade de MBA extraído de tumores obtidos de ani

mais tratados cronicamente com Acido Acetil Salicíli

co CAAS)

O tratamento crónico com um inibidor da síntese de

prostaglandinas CAAS) visou afastar a possibilidade de o mate-
rial biologicamente extraído ser prostaglandina ou substãncia-
símile.

Os estratos tumorais de animais tratados com AAS

(lOmg/kg/14 dias) demostraram atividade contrãtil ' semelhante
aos extratos de animais controle, nas duas-preparações ensaia-

das, útero isolado de rata e íleo isolado de cobaia (Fig.3.10).
O tratamento portanto, não inibiu a atividade contrátil da
substância biologi.camente ativa presente no extraio.
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3.4.3.2 - Ativídade do material biológico extraído de tumores

de animais gonatectomizados tratados ou não com pro-

pionato de testosterona

Os resultados s.ão mostrados nas Figs. 3,11 e 3.12.

Verifica-se que, p tratamento crónico com propionato de festos

teï-ona associado a orquidectomia, não provocou alterações qua.

litativas e quantitativas na atividade-contrãtil do • material

biológico extraído do tumor, no. útero isolado de rata. O mes-

mo sucedeu com a. orquidectomia isolada.

!

3.4.3.3 — Efeito da incubação com tripsina ou quimotripsina na

ativj-dade do material biológico extraído do tumor

De acordo com os resultados obtidos -e apresentados

nas Fifs. 3.13 e 3.14, não houve hidrólise do material biologi

camente ativo por ação das enzimas proteolíticas • ensaiadas,

tripsina e quimotripsina. Observou-se, no entanto, um pequeno

aumentQ da atividade do material aos 15 e 30 minutos de incuba

cão, com a quimotripsina e aos 15, 30 e 60 minutos de incuba-

cão, com a tripsina. Tais alterações,entretanto,não apresenta-

ram significãncia estatística.

3.4.5.4 -Efeitos da Ciproheptadina na atividade contrátil do

material biológico e-ïítraído do tumor, no útero isola^

do de rata
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FIGURA 3.11 -•Efeito do material biologicamente ativo presen-

te no extrato acetonico do tumor TEGS-2047 de a

nimais castrados e tratados com Testosterona (b),

castrados e não tratados (c) e animais controle

(a), no útero isolado de rata.

-È -'Bradicinina (1,15 x 10~5M)
B - Bradicinina C2,3 x 10 M)

-5.
BT ~ Bradicinina C4,6 x 10 "M)

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

ETo - Ext.rato tumoral (0,6 mg/ml)
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3.4.3.4 -Efeitos da Ciproheptadina na atividade contïâtil do
material biológico extraído do tumor, no útero isola

do de rata

Os resultados são mostrados na Fig. '3.15.

A adição de doses crescentes de cirpoheptadina (2 a

lOyg/ml) no liquido do banho produziu uma diminuição progressi-
vãmente significativa CP < 0,05 e p < 0,005), das respostas
contrateis provocadas pelo mater-ial biologicamente ativo ex-
traído do tumor. A menor dose de ciproheptadina utilizada ÇZ
vg/ml) nos ensaios, no entanto, inibiu totalmente as respostas
contrateis da 5-Hidroxitriptamina QSHT). Doses de 5HT, cinco a
dez vezes maiores que a do seu .controle também não provocaram
nenhuma resposta contrátil,, no útero isolado de rata, na pre-
sença de ciproheptadina C2 a lOyg/ral). Não foram •" observadas
modificações nas respostas contrateis da bradicinina C4,6 x
10~'J>M) , na presença de 5HT e do extrato tumoral.
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3.5 - DISCUSSÃO

3.5.1 - Estudo do hormõnio-sensibilidade no tumor TEGS-2047

O grande numero de pesquisas demonstrando a ativida

de de receptores hormonais em neoplasias de tecidos naturalmen

te alvo de hormõnios como mama, próstata e endométrio levou a

investigações, no senti'do de se detectar a presença de recepto

rés, não so para hornõnios esteroides como também peptídicos,

em outros tipos de tumores malignos. Hoje, receptores para hor

mõnios e.sterõides, têm sido detectados numa grande variedade

de neoplasias, incluindo carcinomas de ovário, rim , cólon, fi^

gado e faringo-laringe, sarcomas, do osso e de partes moles, me^

lanoma maligno e leucemia linfõide aguda (LEAKE, 1981; STOLL,

1982).

Torna-se claro, entretanto, que enquanto a. presença

de tais receptores indica que a síntese de DNA na célula tumo-

ral, pode ser manipulada, por hormõnios, isso, necessariamente,

não prediz que uma inibição no crescimento tumoral será resul_

tante de alterações nos níveis de hormõnios específicos CSTOLL,

1982).

A demonstração da presença de receptores esteroides

androgénicos e de glicocorticoides em sarcomas ósseos e de pa.i_

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 influencia .do sexo, da gonatectomia e do tratamen

to com esterõides sexuais, no crescimento do tumor TEGS-2047,

uma neoplasia de partes moles, de comprovada natureza fibrohis

tiocítica, conforme demonstrado no capítulo l. Afora este fa-

to, havia-se verificado ao longo do manuseio do tumor, que o

mesmo, aparentemente, parecia se desenvolver em maior escala,

quando transplantado para ratos machos, em comparação a recipi

entes fêmeas, O índice 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 desenvolvimento nos animais machos embora, nem todos os

pantos da referida curva apresentem significãncia estatística.

A analise dos pesos finais dos tumores dos dois grupos experi-

mentais C.raachos x fêmeas), entretanto, demonstra valores esta^

tisticamente superiores, a um nível de significãncia de 5^,nos

animais machos.(Tabela III.l). Tais fatos reforçam a ideia de

um maior crescimento tumoral no grupo dos animais machos, em

relação as fêmeas. Observa-se ainda na Tabela I II.l que o índi_
ce de pega do transplante tumoral, no primeiro grupo, também
foi superior, ao longo de ,t'odos os dias experimentais, o que
corrobora com os dados anteriores.

O termo "sensibilidade hormonal" tem sido usado, em

oncologia, para referir respostas clínicas ou biológicas a de-
terminada manipulação hormonal. Em bases pragmáticas, a hormo-

•.•!
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uio-sensibilidade pode ser subdividida em duas categorias: a

"hormõnio-dependëncia, aplicada a tumores cujo. crescimento é

influenciado pela ablação de glândulas endocrinas e..a "hormô-

nio-responsividade", termo relacionado aos tumores que podem

sofrer modificações no seu crescimento na presença de hormõ-

nios sexuais úu seus antagonistas (STOLL, 1982).

Deve-se observar, entretanto, que a resposta biologi

ca ã manipulação hormonal pode ser tanto inibição como estirou

lação do crescimento tumoral. No caso de tumores heterogéneos,

efeitos opostos podem ocorrer simultaneamente -•em diferentes

clones- e o resultado observado, clinicamente, dependera do ti

po de clone predominante. No caso do câncer de próstata, por

exemplo, a administração de hormõnios androgënicos pode causar

estimulação ou regressão do tumor, em diferentes circunstãn-

cias CFERGUSSON, 1972). Também no câncer de mama, efeitos con

traditorios tem sido mostrados pelo mesmo hormõnio, em diferen

tes sítios, metastáticos ou em variadas etapas do tratamento,

no mesmo paciente (STOLL, 1981).

Na presente investigação, verificou-se um estímulo

no crescimento tumoral, demonstrado pelo aumento dos volumes e

pesos tumorais dos animais castrados e tratados cronicamente
.com testosterona.(14 dias) ou com o acetato de medroxiproges-

terona C21 dias) (Figs, 3,4 e 3,5). No entanto, estatisticamen

te não se verificou significância estatística Cnível mínimo de

5^), em relação ao grupo de animais controle, ou seja, não cas_

trados e não manipulados h.ormonalmente. Porém, a orquidecto-

I
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mia isolada provocou regressão significativa (p < 0,05 a p <

0,01) dos volumes e pesos tumorais em relação a -orquidectomia

'associada ao tratamento hormonal.

Os dados acima, portanto, demonstram que houve um

certo estimulo do crescimento tumoral, frente ã adininistraçao

de um ester da testosterona ou de um progestínico, o acetato

de medroxiprogesterona, bem como mostra que a diminuição dos.

níveis hormonais de esteroides sexuais, principalmente testos

•terona, resultante da orquidectomia não associada ã terapëuti

ca substitutiva, .levou a uma considerável redução do crescimen

to tumoral.

A testosterona ë o principal andrõgeno circulante in

fluenciador da atividade secretõria, crescimento e multiplica

ça-o, de células tanto da próstata normal como da próstata aco-

metida de câncer (HUGGINS ^ HODGES, 1941). Na glândula, este

harmónio, é convertido ao seu metabõlito mais ativo, a diidro-

testosterona (DHT), sendo que as células prostãticas, em menor

extensão, podem ser influenciadas por andrõgenos (androstened^

ona e diidroepiandrosterona) produzidos pelo córtex da adre-

nal. Comparados com a testosterona e a DHT, estes são fracos

estimulantes da atividadé celular. Perifericamente, entretan-

to, em órgãos alvo, incluindo próstata, eles são 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 aqueles verificados no câncer de próstata

\
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bem como na próstata normal.

O aumento significativo nos pesos da próstata e vesí

cuia seminal dos animais submetidos ao tratamento androgênico,

confirmam os dados referidos por ROBINSON, 1982, no parágrafo
anterior. .

O acetato de medroxiprogesterona e o acetato de me-

gestrol, são dois agentes progestïnicos que competem com o re

ceptor androgënico no citosol da célula e também bloqueiam a

atividade da enzima 5-u-redutase,"que converte a testosterona

em DHT. Além disso, tem-se referido que estes hormõnios supri-

mem a testosterona plasmãtica circulante e inibem .a produção

de andrôgeno pela adrenal CGELLER et al.,1978; ROBINSON,1982).

Por estas razoes, tais hormonios têm sido usados na terapêuti

ca hormonal do câncer de próstata (CHISHOLMON § BEYNON, 1982;

ROBINSON, 1982).

Os efeitos estimuladores do acetato de medroxiproges

terona no tumor TEGS-2047, aqui demonstrados, são, portanto,

contraditórios em relação aos encontrados por alguns pesquisa-

dores, no câncer de próstata. Tal estímulo pode, entretanto,

ser simplesmente o resultado de um maior aumento de síntese

proteica. Esta hipótese foi reforçada pela verificação de au-
mento significativo no peso do fígado, no grupo de animais tra_
tados com o acetato de'medroxiprogesterona ou com testosterona.

Os dados acima, portanto, sugerem uma provável hormõ

nio-dependência e em menor escala, uma hormõnio-responsividade,
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no tumor fibrohistiocítico estudado. Tornam-se necessários, entre

tanto, estudos pormenorizados a nível estrutural e bioquímico

para que se confirme tal tumor, como mais um modelo experimen

tal de neoplasia hormonio-sensível.

3.5.2 ~ Material biologicamente ativo detectado no tumor TEGS-

2047

Ao longo dos anos, vários foram os mediadores quïmi-

cos detectados em .tumores experimentais e humanos. Nesse con

texto, os tumores carcinõides de diversos sítios, tem se des-

tacada como produtores de varias substancias tumorais, entre

elas 5-hidroxitriptamina Cserotonina),histamina, cininas,pros-

taglandinas, catecolaminas, ACTH e alguns outros hormõnios pe^

tídicos, conforme referido na Introdução.

A detecção da presença de prostaglandinas e substãn-

cias símile no tumor TEGS-2047, em estudo (TROMPIERI, 1984),
-^
tornou-se um grande incentivo para a pesquisa de outros media-

dores porventura existentes na neoplasia.

.Verificou-se na presente investigação a •-ocorrência

de um material biologicamente ativo (MBA), obtido a partir do

homogenato do tumor TEGS-2047, utilizando-se métodos de extra-

cão geralmente empregados para a detecção de hormonios pepti-
dicos, tais como a substância P, neurotensina e outros (CHA.NG

§ LEEMAN, 1970).

I
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Dos solventes empregados, o metanol ea acetona de-

monstraram-se mais efetivos na extração do MBA. ao passo que o

etanol não apresentou eficácia para este propósito. Tal fato

foi comprovado pela verificação em útero de rata e íleo de co-

baia, de maior atividade contrãtil do MBA, extraído com meta

nol ou acetona, em relação aquele obtido com o uso do etanol

Cp < 0,005).

A atividade do MBA foi comprovada ate 30 dias apôs a

sua extração e estoque do po em placa de Petri siliconizada a

-20<?C.

Andrõgenos são reconhecidamente estimuladores da sín

tese de um grande numero de proteínas em numerosos tecidos,

tais como; fígado, rim, próstata e vesícula seminal (LIÃO §

CHEN, 1982). No presente estudo,o tratamento crónico com tes-

tosterona C300y.g/100g de peso/14 dias) de animais gonadectomi-

zados e inoculados com o tumor TEGS-2047, não provocou altera

coes quantitativas ou qualitativas, na atividade contrãtil do

MBA presente nos extratos tumorais. A gonadectomia isolada tam

bem não modificou as respostas contrateis do MBA. Portanto,pro^

vavelmente a síntese do MBA pelo tumor, não ••sofre alterações

frente â administração ou supressão do hormonio androgënico,

O que diminui a possibilidade de sua natureza proteica.

A incubação do MBA corn as enzimas proteolíticas,

tripsina e quimot.ripsina, não levou ã hidrólise do mesmo, o que

de antemão, afasta a possibUidade da presença de alguns poli-

^
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peptídeos neste material, inclusive bradicinina.

Na Tabela 111,4 é apresentada a matriz de identifica

cão de prováveis polipeptídeos e aminas biogënicas que poden

am ocorrer no extrato tumoral.

Observândo-se a matriz e os dados apresentados nas

Figs. 3.5 a 3.14 bem como levando-se em consideração que,era

quase todos os banhos, adicionou-se um anti-histamínico e um.

anticolinérgico muscarínico, afastou-se a ocorrência, no ex-

trato tumoral, de uma serie de mediadores químicos, entre os

quais: bradicinina, angiotensina, substancia P, histamina, ace^

tilcolina, ocitocina, vasopressina e catecolaminas.

A ciproheptadina è um c.omposto cuja formula estrutu-

ral lembra em muito a dos antagonistas de receptores H^ , tipo

a fenotiazina, sendo por isso um efetivo bloqueador desses re-

ceptores. Possue uma proeminente atividade bloqueadora de 5-hi_

droxitriptamina em vários músculos lisos, incluindo íleo de

cobai.a e útero de rata, além de demonstrar uma certa atividade

anticolinërgica (DOUGLAS, 1985).

A adição de ciproheptadina, conforme verificada na

-Fig. 3. 15 inibiu totp.lmepte as respostas contrateis devi_

das a 5HT e parcialmente aquelas produzidas pela adição do

MBA, nos banhos das preparações. O bloqueio, neste ultimo ca-

so, foi progressivo com o aumento das doses de ciproheptadina.

Estes dados sugerem a presença, no extrato tumoral de um com-

posto triptamínico-símile que, pode, não necessariamente, tra-

I UltlïtHSlS^t \i}.^[ 03 ClftEli
l - O». A -I *
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TABELA III.4 - Matriz de identificação de alguns polipeptídeos
biologicamente ativos e aminas biogênicas (modi
ficado de ROCHA § SILVA, 1970)

Testes Otero de rata Íleo de cobaia Destruição por
biológicos ^ ^ ^.^ ^ ^ ^ ^ ^^ ^^

e^^ e/¥'" e/O^UA e/°^"'Trir1 ^;r
Agentes "AT" 'AT 'AT 'AT na s:

Bradicinina e cini +

nas relacionadas

Angiotensina •• +

Substancia P +

Histamina O

Acetilcolina O

5-HT NR

Ocitocina NR.

Vasopressiva NR

Catecolaminas O ou -

+

+

+

+

+

+

+

O ou

+

+

+ .

o

o

±ou .0

o

o

NR

+

+

+

+

+

+

o

o

o

+

+

o

o

o

o

o

o

+

+

+

o

o

o

o

o

o

(*) Anti-histamínico • . '

C**) Atropina - , ' -

+ significa: contraçao e de.struição por enzimas
- significa: relaxamento

O significa: sem efeito e i-nsensivel a enzima

'.

•^

I

"^

Ï

i

•«

.'1
:,,'

»•

.<

I
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tar-se de 5-hidroxitriptamina.

Dosagens de aminas biogënicas realizadas muito recen

temente, através da espectrofotofluorimetria, em um número re-

duzido de animais portadores do tumor TEGS-2047 são apresenta

das na Tabela III.5. Verifica-se que o tecido tumoral não de-

monstra níveis de 5-HT suficientes- para se pensar na produção

ectopica desde mediador pelo tumor fibrohistiocítico, ora esty

dado. Entretanto, um número bem maior de amostras é necessâ-

rio para a obtenção de resultados conclusivos a este respeito.

A possibilidade da ocorrência, no MBA, de prostaglan

dina foi afastada, logo de início pelo próprio método de extra

cão deste material .e ,,a seguir.confirmada pelo tratamento prë-

vio dos animais portadores do tumor, com um inibidor da sínte-

se de prostaglandinas (AAS), o qual não modificou em nada a a_

tividade contrátil do MBA, no útero de rata e íleo de cobaia.

Faz-se necessário, diante dos dados apresentados nes

te estudo, um maior número de ensaios farmacológicos, "in vi-

vo" e "in vitro", para se concluir.acerca da natureza do mate^

rial biologicamente ativo extraído do tumor TEGS-2047.
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IV - CONCLUSÕES GERAIS

l - A microscopia óptica e eletrônica, o..tumor TEGS-2047, mos-

trou-se constituído por células histiocíticas-símile, prin

cipalmente, fibroblásticas-símile e células indiferencia-

das,

2 - A citoquímica enzimãtica foi fortemente positiva para a

• a-naftil acetato esterase e fosfatase acida, indicando a

natureza histiocítica do tumor.

3 - O estudo imunohistoquímico no tecido tumoral revelou posi-

tividade nas reações para Lisozimá e Vimentina, confirman

do a sua natureza fibrohistiocítica e portanto, indicando

a sua inclusão na categoria dos : Eibrohistiocitomas Mali^

nos.

4 - A incidência de metãstase foi muito pequena C3,3^). demons^

trando um menor potencial agressivo quando comparado com

outros tumores de partes moles,-fibrohistiocíticos ou não,

descritos na literatura.

5 - A curva de crescimento do' tumor mostrou um padrão compati^

vel com um crescimento do tipo GOMPERTZIANO.

6 - A analise dos parâmetros cinéticos estudados CKg, Tpo' ^D'

K^, KT e j3) no tumor sugerem que o progressivo aumento da

perda celular., muito mais que a também progressiva redução
\
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da produção celular, ë um fator decisivo a contribuir para

- a. diminuição da taxa de crescimento nos últimos dias de e-

volução do tumor.

7 - A curva de crescimento do tumor em animais machos e fêmeas

revelou um maior desenvolvimento tumoral nos animais ma-

chos.

8-0 tratamento de animais castrados, portadores do tumor,com

hormõnios esterõides Qtestosterona ou acetato de medroxi-

progesterona) levou a um aumento nos volumes e pesos .turno

rais, sugerindo um estímulo no crescimento tumoral.

9 -A gonadectomia não associada ao tratamento hormonal provo^'

cou redução nos volumes e pesos tumorais, afetando portan

to, o crescimento do tumor.

10 - Sugere-se, portanto, a existência de uma possível hormo-

nio-dependência e/ou hormonio-responsividade no tunor TEGS-

2047.

11 - Comprovou-se a ocorrência de um material com atividade

biológica nos extratos tumorais metanõlicos ou acetõnicos.

12 -Os ensaios farmacológicos s'ugerem a presença neste material de

um composto triptamínico-símile, o qual pode, não necessa_

riamente, tratar-se de 5-Hidroxitriptamina.

^
•9

í».ïl



RESUMO

•-^

Um tumor espontâneo surgido na região da glândula

salivar CTEGS-2047) de um rato albino Wistar e logo depois

transplantado com Trocarter, foi estudado quanto a- vários as

pectos: Qa] caracterização histológica (histopatologia, ultra

estrutura, citoquímica enzimãticá e imunohistoquímica); (b)

potencial metatastãtico; Ce} cinética de crescimento, usando

um bloqueador de mitoses CVincristina) ; (d) hormõnio-sensibi-

lidade e Qe) pesquisa de substancias biologicamente ativas,

produzidas no tumor. Os resultados revelaram que:

Ca.} À microscopia óptica (MO) e eletrônica (ME~) , o

tumor apresentou-se constituído por células histiocíticas-sï-

mile, principalmente, células fihroblásticas-síraile e células

indiferenciadas. _A citoquímica enzimãtica foi fortemente posï

tiva para a a-naftil acetato esterase e fosfatase ácida, suge^

rindo, juntamente com .a M.O..e M.E., a natureza histiocítica
da neoplasia. O estudo iinunohistoquíinico, usando marcadores
histiocitic'os CLisozima., al Antitripsina e al Antiquimotrip-

sina) e de filamentos intermediários QVimentina), mostrou-se

positivo para a Lisozima e Vimentina, confirmando a natureza
fibrohistiocítica do tumor e indicando, portanto, a sua inclu
são na categoria dos Fibrohistiocitomas Malignos CFHM);

Cb). A incidência de metâstase foi baixa • C3,3^);

^- 164
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c) A curva de crescimento do tumor foi compatível

com um padrão que segue a função de GOMPERTZ. As diferenças

entre os valores das taxas de produção celular (Kp), calcula

das no 91?,18° e 27° dias, não foram tão marcantes, embora te-

nhã se encontrado diferença estatística significativa (p <

0,05); entre as K^ do 9° e 27'? dias. Os valores dos indices mi

tõti-cos Ç_W] para cada um desses dias, demonstrou haver uma

diminuição progressiva das mitoses, ã medida que o tumor evo

lui. O tempo potencial de duplicação CTnn) f01 progressivamen

te maior com a evolução do tumor, embora a diferença entre

seus valores não tenha sido considerável. Jã o tempo de dupli

cação real QTn) aumentou consideravelmente com o tempo. Os va.

lores das taxas de crescimento (Kc) para os dias experimen-

tais, 9, 18 e 27, revelaram uma diferença marcante no cresce

mento tümoral, principalmente entre o 9° e 27° dias. Os valo-

rés das taxas de perda celular ÇK^) e dos índices de perda ce_

lular C^)> nestes dias , demonstraram um aumento significativo

da perda celular, proporcional ao tempo de evolução do tumor.

No 27Ç 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 mai's que a diminuição da produção celular, é um fa_

tor decisivo para redução da taxa de crescimento nos últimos

dias de evolução do tumor;

(d) Houve um estímulo no crescimento tumoral, de-

monstrado pelo aumento dos volumes e pesos tumorais, de ani^

mais gonadectomizados e tratados com testosterona C14 dias)
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ou acetato de medroxiprogesterona (21 dias). A gonadectomia

isolada provocou regressão significativa (p < 0,05 a p<0,005)

'dos volumes e pesos tumorais;

Ce) Detectou-se a presença de um material biológica.

mente ativo (NBA), obtido a partir do extrato tumoral metanoli

co ou acetõnico. O MBA provocou respostas contrateis (0,3 a

l,2mg/ml) dose-dependentes no útero de rata e íleo isolado de

cobaia, comparáveis as provocadas por bradicinina (2,3-10 •JM);

4,6 x 10 "M e 1,2 x 10 "M) nestas preparações.O MBA não so-

freu alterações em sua atividade contrãtil frente ao tratamen

to crónico de animais inoculados com o tumor, com AAS ou pro-

pioiïato de testosterona. O MBA não sofreu hidrólise enzimãti-

ca quando incubado com tripsina ou quimotripsina. Doses cres^

centes de ciproheptadina produziram um bloqueio progressiva-

mente significativo Cp < Q,Q5 e p < 0,005) das respostas con

trateis do MBA,, no útero isolado de rata. Sugeriu-se, então

a ocorrência no MBA extraído do tumor TEGS-2047-, de um compos

to Triptamínico-símile, que pode, não necessariamente, tratar

se de 5-Hidroxitriptamina.
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ABSTRACT

A spontaneous tumor arised on the ragion of

salivar gland C-TEGS-2047) of a Wistar rat and transplanted

with trocarter was studied under several aspects: (a)

histologycal characterization Chistopathology, ultrastructure,

enzimatic cytochemistry and immunohistochemistry); Cb)

metastitic potential; C?) stathnokinetic study using .. Vincristine;

(d) Hormonal sensitivity and C-e) search for bioactive substances

produced by the tumor. The results showed:

Qa) Optical and eletron microscopy studiesCCM and EM)

revealed that the tumor is mainly constituted by histiocytic-like

cells and also fibroblastic-like cells and undifferentiated

celss.The enzymatic cytochemistry was strongly positive —for

an a-naphthyl acetate esterase and acid phosphatase, suggesting

the histiocytic nature of this neoplasm. Immunohistochemistry

study using histiocytic (Lisozyme, a-1-Antitrypsin and a-1-

Antichymotrypsin)and intermediate-sized filaments (Vimentin)

markers showed activity, only for Lisozyme and • Vimentin

confirming the fibrohistiocytic. nature of the tumor and

suggesting that it may be considered as a malignant fibrous

histipcytoma CMFH);

Cb) The incidence of metastasis was low (3,39o);

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

167

:í

1

^



168

GOMPERTZ function. The variation in the birth rate of new

cells CKg) calculated on the 9th, 18th. and 27th were not
large although it was found they were statistically significative

(p < 0,05) for the Kg on the 9th and 27th days. The mitotic
index values (HI~) for each of these days demonstrated a

progressive decrease in the mitosis during the tumor evolution.

The potential population doubling time (Tnr>) increased with

the tumor age although it had been expected to be longes.

However population doubling time. CTr>) did increase markedly .

with the tumor age. The growth rate C.K^) 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

loss CKr) and cell loss factor .C^) in those days showed a

significant increase in cellular loss which was proportional

to the time of tumor evolution. On the 27th 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 last days of the

tumor evolution;

(d) There, was a stimul.us for the tumor growth in

castrated- animals treated with testosterone C14 days) or

m.edroxyprogesterone acetate C21 days) as shown by the increase

of the tumor volumes and tumor weights. Castration only provoked

a significant decrease C? < 0,05) to p < 0,005) in the tumor

.. ryKIÏ[RStDiO( f[D£RU 08 CU^
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volumes and tumor weights;

Qe) It was detected the presence of a biologycally

active material CBAM) obtained from the tumor methanol or

acetone extracts. The BAM (_0,5 to l,2mg/ml) was able to

contract isolated rat uterus and isolated guinea pig. ileum

in a dose-dependent manner which coul be compared to bradykinin

responses C2,3 x 10~5M, 4,6 x 10~ and 1,2 x 10~5M). The
activity of the BAÍ4 was not modified when the animals were

cronically treated with AAS or testosterone propionate. Trypsin

and Chymotrypsin did cause hydrolisis of the Barn. 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-2Q47.
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