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RESUMO

NAGAMINE, M._K. Estabelecimento e caracterizacato de modelo
xenotransplantavel de mastocitoma canino para estudo de antineoplasicos
[Establishment and characterization of xenotransplantable model of canine mast cell
tumor for study of antineoplastic agents]. 2011. 118 f Tese (Doutorado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, 2011.

O mastocitoma é um dos mais freqlentes neoplasmas que acometem a pele do céo,
e novas modalidades terapéuticas vém sendo buscadas visando seu controle. O
presente trabalho descreve o estabelecimento e caracterizagdo do modelo
xenotransplantavel de mastocitoma canino para testes de substancias com potencial
antineoplasico in vitro e in vivo. O animal doador da amostra tumoral apresentava
um mastocitoma grau 3. O mastocitoma canino foi estabelecido com sucesso nos
camundongos atimicos BALB/c nu/nu. O tumor apresenta as mesmas caracteristicas
histolégicas do fragmento tumoral daquele do animal doador ao longo das
passagens. Em média, 7 dias a 3 semanas sdo necessarios para o aparecimento do
nédulo palpavel e cerca de 60 dias para o volume tumoral alcangar mais de 500
mm3. O cultivo celular das células de mastocitoma canino se mantém por
aproximadamente 1 més, as vezes mais, mas o tempo de cultivo é limitado. Ha
perda progressiva das caracteristicas iniciais de cultivo como perda de granulacao,
aumento de adesdao e diminuicdo de células em suspensdo. A seguir, foram
realizados testes in vitro e in vivo neste modelo com as substancias de origem
natural epigalocatequina-3-galato (EGCG, principal composto do cha-verde),
tricostatina A (TSA, produto metabdlico da bactéria Streptomyces sp) e residuo
butandlico da Pfaffia paniculata (RBPP) (Ginseng brasileiro). Nas doses utilizadas, a
EGCG mostrou efeito estimulatério, ndo tendo sido testada in vivo. A TSA e o RBPP
apresentaram efeitos inibitérios sobre as células de mastocitoma canino in vitro com
diminuicdo da viabilidade celular detectada com o corante vital Azul de Tripan e
diminuicdo do crescimento celular avaliada com o ensaio do MTT. A avaliagéo
morfolégica das células pela coloragdo Laranja de Acridina/Brometo de Etidio
mostrou varios debris celulares e células apoptoticas no tratamento com TSA, e
alteracées morfolégicas como vacuolizagdo nas células tratadas com RBPP,



incluindo células apoptéticas. A avaliacdo do ciclo celular avaliada por citometria de
fluxo mostrou aumento das células em fase sub-G1 nas células tratadas com TSA, e
diminuicdo nas fases G1 e G2, e aumento nas fases sub-G1 e S no tratamento com
RBPP. As substancias foram entdo testadas no modelo xenotransplantavel de
mastocitoma canino. Apesar do marcante efeito inibitério da TSA nos ensaios in
vitro, 0 mesmo nao aconteceu in vivo com as doses investigadas, ndo demonstrando
diferenga em relacdo ao controle. J& o RBPP mostrou efeito inibitério com a
dosagem de 1,5 mg/animal com tratamento intratumoral no modelo in vivo. Estes
dados mostram que o modelo estabelecido é estavel e vidvel e a importancia da
complementagdo com o0s ensaios in vivo para a confirmagao dos efeitos observados

in vitro.

Palavras-chave: Mastocitoma canino, Xenotransplante, Neoplasia, Camundongos

atimicos, Cultivo celular.



ABSTRACT

NAGAMINE, M. K. Establishment and characterization of xenotransplantable
model of canine mast cell tumor for study of antineoplastic agents
[Estabelecimento e caracterizacdo de modelo xenotransplantavel de mastocitoma
canino para estudo de antineoplasicos]. 2011. 118 f. Tese (Doutorado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, 2011.

The mast cell tumor is one of the most common neoplasms that involve the skin of
the dog, and new treatment modalities have been searched for its control. This paper
describes the establishment and characterization of a xenotransplantable canine
mast cell tumor model for testing substances with anticancer potential in vitro and in
vivo. The tumor sample was original from a donor animal that showed a grade 3 mast
cell tumor. The canine mast cell tumor was successfully established in athymic mice
BALB/c nu/nu. The tumor has same histological characteristics retained during their
passages in culture. On average, 7 days to 3 weeks are needed for the appearance
of a palpable mass and about 60 days for tumor volume reaching more than 500
mm?. Cell cultivation of canine mast cell tumor is maintained for approximately one
month, sometimes more, but the cultivation time is limited. There is progressive loss
of the initial features of culture such as loss of granulation, increased adhesion and
decreased cell suspensions. The following tests were performed in vitro and in vivo in
this model, by using the naturally occurring substance epigallocatechin-3-gallate
(EGCG, the major compound of green tea), trichostatin A (TSA, metabolic product of
the fungus Streptomyces sp) and butanolic residue of the Pfaffia paniculata (RBPP)
(Brazilian ginseng). At the used doses, EGCG showed stimulatory effect in vitro, but
has not been tested in vivo. The TSA and RBPP showed inhibitory effects on the
canine mastocytoma cells in vitro with a decrease in cell viability detected with the
vital dye Trypan blue and a decrease in cell growth assessed by the MTT assay. The
morphological evaluation of cells stained by Acridine Orange/Ethidium Bromide
showed several cellular debris and apoptotic cells in the treatment with TSA, and
morphological changes such as vacuolization in cells treated with RBPP, including
apoptotic cells. The evaluation of the cell cycle measured by flow cytometry showed
an increase of cells in sub-G1 phase in cells treated with TSA, and a decrease in
both G1 and G2 phases and increased sub-G1 and S in the treatment RBPP. The



substances were then tested in the xenotransplantable model of canine mast cell
tumor. Despite the remarkable inhibitory effect of TSA in vitro, it did not happen in
vivo with the doses studied, showing no difference compared to control. RBPP
already had an inhibitory effect with the dosage of 1.5 mg/animal treatment with
intratumoral in vivo model. These data show that the established model of murine
xenotransplantable mastocytoma is stable and viable and has importance as a

complement in vivo of the tests with antineoplastic drugs performed in vitro.

Key words: Canine mast cell tumor, Xenotransplant, Neoplasia, Athymic mice, Cell
culture.
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1 INTRODUCAO

O mastocitoma ou tumor de mastocitos é uma das formas mais frequentes de
cancer de pele encontrado em caes correspondendo de 7 a 21% do total dos
tumores de pele (GOLDSCHMIDT, 1992; LONDON; SEGUIN, 2003; WELLE et al.,
2008). O comportamento biol6gico do mastocitoma é amplamente variavel. Alguns
tumores tém comportamento benigno, enquanto outros exibem um crescimento
agressivo e se metastatizam (GOLDSCHMIDT, 1992; LONDON; SEGUIN, 2003;
WELLE et al., 2008). Apesar do surgimento de novas drogas no tratamento do
mastocitoma canino, sempre ha o aparecimento de resisténcia ou pacientes que
simplesmente ndo respondem ao tratamento.

O modelo de xenotransplante tumoral a partir de amostras do paciente
oncoldgico apresenta um bom valor preditivo nos ensaios pré-clinicos de
substancias com potencial antineoplasico (BURGER; FIEBIG, 2002). O modelo
xenotransplantavel de tumores ganhou importancia crescente na pesquisa
oncolégica desde o descobrimento do camundongo atimico nude em 1966 por
Flanagan. Desde entado varios tipos tumorais foram estabelecidos para a utilizacdo
nos testes pré-clinicos na triagem de substancias antineoplasicas. Este modelo
apresenta um bom valor preditivo a resposta clinica quando sao utilizadas amostras
tumorais de pacientes oncolégicos, em oposicado aos xenotransplantes realizados
com linhagens estabelecidas de células tumorais.

Existe uma limitacdo no tratamento oncol6gico para animais, por isso a
importancia dos modelos experimentais para estudos de novas alternativas para o
tratamento do cancer e para o entendimento do comportamento biol6gico destes
tumores. Sendo o mastocitoma canino a neoplasia de pele de maior prevaléncia na
populacdo canina, um modelo xenotransplantavel de mastocitoma seria de grande
utilidade para triagem de substancias antineoplasicas.

Dentre as fontes de substancias com potencial para o tratamento do céncer,
estdo os produtos de origem natural, principalmente aqueles provenientes de
plantas. Neste trabalho foram estudados a epigalocatequina-3-galato (EGCG),
principal componente do cha-verde, o extrato butandlico da Pfaffia paniculata
(RBPP) e a tricostatina A (TSA). A epigalocatequina galato é bastante estudada
tendo mostrado propriedades antitumorais em varios tipos de tumores. A Pfaffia
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paniculata vem sendo estudada neste laboratério desde 2000, e tem mostrado
efeitos inibitérios em alguns modelos estudados. E finalmente, a tricostatina A, um
antifungico derivado da bactéria Streptomyces sp, € um inibidor de histona
deacetilase, e tem mostrado varios resultados promissores nas pesquisas, incluindo
inducao de apoptose e inibicao de proliferacdo de células neoplasicas. Os inibidores
de histona deacetilase vém sendo bastante estudados na darea de oncologia

atualmente por interferirem em programas genéticos das células.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer modelo xenotransplantavel de mastocitoma canino em
camundongos imunodeficientes para estudo de substancias potencialmente

antineoplasicas

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos deste trabalho citam-se:
A. Caracterizar o modelo in vivo quanto ao crescimento em camundongos
nudes BALB/c nu/nu
B. Caracterizar o cultivo celular do mastocitoma canino
C. Estudos in vitro com células do mastocitoma canino

D. Estudos in vivo com modelo xenotransplantavel de mastocitoma canino



REVISAO DE LITERATURA
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MASTOCITOS

Os mastécitos foram descritos pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1878’,
em sua tese de doutorado, no qual discute as propriedades quimicas, tecnoldgicas e
histolégicas do corante anilina. Em seu trabalho, Ehrlich descreve o “comportamento
absolutamente caracteristico da anilina para os depdsitos protoplasmaticos de certas
células” (apud CRIVELLATO, 2003), distinguindo-as das ‘Plasmazellen’, uma
categoria ampla e heterogénea de células descrita anos antes por Waldeyer?.
Denominou entdo as células anilina-positivas (as células granulares do tecido
conjuntivo) de ‘Mastzellen’, numa tentativa de diferenciar dos “Plasmazellen” de
Waldeyer (CRIVELLATO et al., 2003).

Os mastécitos sdo células residentes encontrados em todos os tecidos de
sustentacdo, mas sado particularmente prevalentes na pele, revestimento
gastrointestinal, revestimento seroso da cavidade peritoneal e em torno de vasos
sanguineos e nervos. Os mastdcitos sdo derivados de células progenitoras na
medula 6ssea que migram aos tecidos periféricos como células imaturas e sofrem
diferenciagcdo “in situ” (ABBAS, LICHTMAN, POBER, 1997; YOUNG, 2001). Séao
células de longa vida, que como os mondcitos e macréfagos podem re-entrar no
ciclo celular e proliferar com estimulo adequado.

A regulacao da sobrevivéncia e proliferacao, bem como a regulagao de outras
caracteristicas fenotipicas como sua suscetibilidade a ativagao por varios estimulos,
sua habilidade em estocar ou produzir varios produtos de secrecdo e a magnitude e
natureza da resposta secretéria, sdo finamente controlados O principal fator de
desenvolvimento e sobrevivéncia para os mastécitos € o Fator de Células Tronco
(Stem Cell Factor, SCF), porém outros fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas podem influenciar o numero e fendtipo dos mastécitos, incluindo

interleucina 3 (IL-3), citocinas associadas a células Th2 (como IL-4 e IL-9) e Fator de

" EHRLICH, P. Beitrage zur Theorie und Praxis der Histologischen Farbung. Thesis, Leipzig
University. 1878
#Heinrich Wilhelm Gottfried Waldeyer-Hartz, anatomista alemao (1836-1921)
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Crescimento Transformador B1 (TGF-B1). Varios estimulos além da Imunoglobulina
E (IgE) e antigenos especificos podem ativar e liberar uma ampla gama de produtos
biologicamente ativos, que podem mediar as funcbes pré-inflamatérias, anti-
inflamatérias e/ou supressivas. Além disso, os mastocitos podem participar em
multiplos ciclos de ativacdo para liberacdo de mediadores, também podendo ser
diferencialmente ativado para liberar distintos padrées de mediadores ou citocinas,
dependendo do tipo e forca do estimulo (GALLI, 2008).

A mais importante funcdo do mastocito é sintetizar e armazenar potentes
mediadores e/ou substancias quimicas da reacgao inflamatéria. Os granulos contém
mediadores primarios liberados instantes ap6s a ativacdo do mastécito. Entre eles:
histamina, heparina, calicreinas, proteases neutras (por exemplo, triptase), Fator
Quimiotatico de Eosindfilos (ECF) e Fator Quimiotatico de neutréfilos (NCF). Mais da
metade das proteinas nos granulos do mastécito consiste de tripsina ou proteases
neutras do tipo quimotripsina. Os mediadores secundarios sdo produzidos minutos
apods a ativagcdo dos mastocitos sdo derivados do acido araquidbénico, como 0s
leucotrienos, as prostaglandinas e os tromboxanos. Outros mediadores secundarios
sdo sintetizados horas ap6s a ativacdo do mastécito. Sdo as interleucinas,
especificamente IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, outras citocinas como o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), bradicinina e Fator Ativador Plaquetario (PAF). (GARTNER,;
HIATT, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Mastocitos de diferentes tecidos tém diferentes caracteristicas morfolégicas,
bioquimicas e funcionais. Os mastécitos do tecido conectivo e pele sédo ricos em
histamina e heparina. J& os mastocitos intestinais ndo contém heparina, mas sulfato
de condroitina, tém pouca histamina e produzem diferentes prostaglandinas,
leucotrienos, proteases e fator de ativacdo plaquetaria. A natureza precisa do
mastdcito e seus mediadores variam de acordo com a localizacao anatémica e é
provavelmente regulada pelas citocinas locais. (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1997;
TIZARD, 2004).
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3.2 MASTOCITOMA

3.2.1 Incidéncia e etiologia

O mastocitoma ou tumor de mastdcitos é uma das formas mais frequentes de
cancer de pele encontrado em caes correspondendo de 7 a 21% do total dos
tumores de pele e um dos tumores malignos mais comuns na populagdo canina. A
idade média de ocorréncia desta doenca € de 8 anos, porém animais muito jovens
com idade de 6 meses podem desenvolver a doenca. Nao ha predilecao de sexo e
acomete todas as racas, porém algumas apresentam maior incidéncia.

A etiologia do mastocitoma ainda € desconhecida, mas provavelmente €
multifatorial. O componente genético deve representar papel importante, pois
algumas racas sdo mais predispostas ao desenvolvimento da doenca welle (Welle,
Bley et al., 2008)2008. As racas cujo ancestral provém do Bulldog, como o Boxer e
Boston terrier, ttm um risco maior de desenvolvimento da doenca, porém com
menor gravidade. Outras ragas incluem Bull terrier, Bullmastiffs, Cocker Spaniels,
Staffordshire terrier, Fox terrier, English Bulldog, Dachshund, Labrador Retriever,
Golden Retriever, Beagles, Pug, Schnauzer, Sharpei, Rhodesian Ridgeback,
Weimaraner e Australian Cattle dog (LONDON; SEGUIN, 2003; WELLE et al., 2008).

Apesar de um grande numero de mastdcitos serem encontrados nos pulmoes
e trato gastrointestinal, a maioria absoluta dos casos de mastocitoma é encontrada
no subcutdneo e cutdneo do animal. O mastocitoma visceral envolvendo bacgo,
figado ou medula éssea (ou mastocitose disseminada) € normalmente decorrente da
disseminagdo generalizada de um mastocitoma cutdneo primario agressivo. A
leucemia de mastdcitos primaria € extremamente rara no cao (LONDON; SEGUIN,
2003).

Os sitios anatémicos do tumor variam conforme a raca do animal e também
parecem estar associados com a malignidade deste. Mastocitomas cutaneos
localizados no perineo e prepucio tendem a ser malignos (OGILVIE; MOORE, 1995;
ELMSLIE, 2003; LOWER, 2003)

Estudos recentes tém mostrado uma relacdo entre o receptor Kit e o
desenvolvimento desta neoplasia A expressdao aberrante do receptor Kit
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(citoplasmética e perinuclear) esta associada a um maior grau (grau lll) e pior
prognéstico (PREZIOSI; MORINI; SARLI, 2004; Webster et al., 2004; GIL DA
COSTA et al., 2007; THOMPSON et al., 2010). Mutacdes em c-kit também foram
estudadas, sendo encontradas duplicagdes e delecées nos exons 11 e 12, que
codificam para a regiao de tirosina-quinase, e que pode levar a ativacao constitutiva
do receptor Kit (LONDON et al, 1999; MA et al, 1999; ZEMKE, YAMINI
YUZBASIYAN-GURKAN, 2002; RIVA et al., 2005; WEBSTER et al., 2006).

membros posteriores
24.6%

membros anteriores
13.6%

Perineo: 3.0%
Escroto: 3.8%
Multiplo: 5.5%

Figura 1 — Desenho esquematico mostrando a incidéncia de lesdes
neoplasicas do mastocitoma por regiao do corpo. Dados
extraido de: Goldschmidt, 1992

3.2.2 Apresentacao clinica e diagnéstico

O comportamento biolégico do mastocitoma é amplamente variavel. Alguns
tumores tém comportamento benigno, enquanto outros exibem um crescimento
agressivo e se metastatizam. Quando ocorre a metastase, inicialmente ha o
acometimento dos linfonodos regionais, seguida pela disseminacdo de células
neoplasicas para o figado, bago e medula éssea.

Os mastocitomas sao grandes imitadores devido a sua capacidade de imitar a
aparéncia clinica de outros tumores. O mastocitoma cutaneo pode apresentar-se de
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diversas formas no cado. Os nddulos podem ser firmes ou flutuantes e variam muito
em tamanho, podendo ter alguns milimetros a varios centimetros de diametro;
envolvem apenas a derme ou também o tecido subcutaneo (LOWER, 2003) autores
citam que podem atingir também a camada muscular (OGILVIE; MOORE, 1995). A
epiderme pode estar ulcerada, alopécica, hiperémica ou normal. A palpagdo o tumor
pode ser bem firme mimetizando os fibromas dermais, ou muito macio se
assemelhando a lipomas ou hemangiopericitomas. Na maioria das vezes, € um
tumor solitario; entretanto, em aproximadamente 11% dos casos sao multiplos
(MADEWELL; THEILEN, 1987; OGILVIE; MOORE, 1995) e neste caso, podem ser
agrupados ou espalhados pelo corpo. Os multiplos tumores podem ser pequenos ou
grandes (GOLDSCHMIDT, 1992).

Os sinais clinicos do mastocitoma sdo causados pela liberacdo substancias
presentes nos granulos dos mastécitos (histamina, heparina, outras aminas
vasoativas, fator quimiotatico de eosindfilos e enzimas proteoliticas). A manipulacéo
mecanica do tumor pode levar a uma degranulacdo dos mastécitos, levando a
formacao de eritema e sinal de Darier. As sindromes paraneoplasicas e
complicacdes decorrentes da degranulacao mastocitaria também podem ocorrer:
ulceras gastrointestinais (encontradas em 35-83% dos animais com mastocitoma, ao
exame necroscopico), retardo na cicatrizacao, hemorragia local, choque anafilatico
em animais com acometimento extenso do corpo € manipulacéo excessiva do tumor
(muito raro acontecer) (KUBE et al., 1998; LONDON; SEGUIN, 2003).

O diagnéstico do mastocitoma pode ser conseguido com a avaliacdo
citologica de um aspirado por agulha fina. As células podem ser coradas com 0s
corantes hematoldégicos de rotina (Wright, Giemsa, Leishman) ou com coloracdes
mais especificas (Azul de Toluidina). O exame citolégico mostra uma discreta
populacdo de células redondas com quantidade moderada de citoplasma contendo
granulos vermelho-arroxeados de variados tamanhos. Estas células possuem nucleo
redondo a oval que pode ser mascarado pela coloracdo intensa dos granulos. Os
mastocitomas pouco diferenciados podem conter poucos ou até nao possuir
granulagéao e devem ser diferenciados de outros tumores de células redondas como
o linfoma, plasmocitoma, histiocitoma, melanoma amelénico, e tumor venéreo
transmissivel (TVT). A avaliagéo citolégica deve ser confirmada posteriormente com
a avaliacao histologica obtida da bidpsia excisional (LONDON; SEGUIN, 2003).
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3.2.3 Fatores prognésticos em caes com mastocitoma

Varios fatores estdo associados ao prognéstico do animal (LONDON;
SEGUIN, 2003; WELLE et al., 2008)

Grau histologico - Os mastocitomas sdao graduados histologicamente
geralmente pela classificacdo estabelecida por Patnaik (1984) em grau
| (bem diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado) e grau lll
(pouco diferenciado), de acordo com a quantidade de granulos, indice
mitético, e caracteristica celular de malignidade (Quadro 1). Os
mastocitomas de grau Ill tém um prognéstico reservado, sendo que
menos de 10% dos animais acometidos sobrevivem por mais de um
ano (YAGER; WILCOCK, 1994).

Estadiamento clinico: O estadiamento clinico preconizado pelo World
Health Organization (WHO) € muito utilizado juntamente com a
graduacao histolégica para a escolha de tratamentos, progndstico e
testes clinicos (WELLE et al., 2008). O estadiamento clinico é dividido
em 5 categorias e considera fatores como multiplicidade de tumores,
envolvimento de linfonodos, infiltracdo e metdstases (Quadro 2).
Localizacao do tumor: tumores com origem em cavidade oral, leito da
unha, ou regides do perineo, prepdcio ou inguinal, tem um pior
prognostico independente do grau histolégico.

Aparéncia do tumor: ulceragdo, eritema ou prurido no tumor esta
associado a um pior prognastico.

Sinais sistémicos: sinais sistémicos como anorexia, vomito, melena,
eritema espalhado, edema, e Ulcera gastrointestinal tém pior
prognostico.

raca: os caes da raca boxer podem apresentar mastocitoma mais
jovens porém a doenca é mais branda (grau | a Il), enquanto em
Sharpeis,, pode aparecer em animais mais jovens mas a doenca é
mais agressiva. Em Labradores, o mastocitoma costuma ser mais

agressivo.
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taxa de crescimento e tamanho: a taxa de crescimento do tumor é um
fator prognéstico importante. Tumor estavel no crescimento ou de
crescimento muito lento tem melhor prognéstico. Tumores muito
grandes tém progndéstico pior.

sexo: as fémeas tem melhor prognéstico que os machos

Metastase: tumores bem diferenciados tém uma taxa menor que 10%
para metastatizar, enquanto os de grau intermediario tém baixo a
moderado potencial metastatico.

AgNOR (Regides Organizadoras Nucleolares Argirofilicas): a
frequéncia relativa de AgNORs esta correlacionada com o grau
histoldgico e tem valor preditivo para o resultado pés-cirurgico. Quanto
maior a contagem pior o progndstico.

Ki-67: Marcador de proliferacdo. Quanto maior a contagem pior o
prognostico.

c-kit: localizacao aberrante tem pior prognéstico (PREZIOSI; MORINI;
SARLI, 2004; WEBSTER; KIUPE; YUZBASIYAN-GURKAN, 2004; GIL
DA COSTA et al., 2007; THOMPSON et al., 2010),

mutacoes em exon 11 ou 12: ZEMKE et al., 2002

densidade de vasos: a densidade de vasos aumentada esta associada
a um maior grau e pior prognostico (MORINI ET AL., 2004; PREZIOSI,
MORINI, SARLI, 2004; Patruno et al., 2009)
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Quadro 1 - Graduagdo histoldgica dos mastocitomas caninos segundo Patnaik

(1984)

Grau Grau Descrigdo microscopica
(Patnaik)
Bem diferenciado | Mastacitos bem diferenciados bordas citoplasmaticas
{baixo grau) claramente definidas e nucleo esférico ou ovoide regular;

figuras mitoticas raras ou ausentes; granulos sao grandes
e bem corados células confinadas a derme e espaco
interfolicular

Moderadamente Il Células arranjadas de forma compacta bordas

diferenciado citoplasmatica indistinta; proporcdo nicleo/citoplasma
menor do que no anaplasico; figuras mitoticas
infrequentes ; maior granulacao do que o anaplasico;
células neoplasicas infiltram ou substituem a derme ou
tecido subcutaneo

Indiferenciado Il Altamente celular, bordas citoplasmaticas indistintas com
anaplasico nucleo de tamanho e forma irregular; figuras mitoticas
{alto grau) frequentes; baixo nimero de granulos, tecido neoplasico

substitui tecido subcutaneo e tecidos profundos

Fonte: LONDON; SEGUIN, 2003

Quadro 2 - Estadiamento clinico dos mastocitomas caninos segundo

a Organizacdo Mundial da Saude

Estagio Descricao

0 Tumor Unico, incompletamente excisado da derme, identificado
histologicamente, sem envolvimento de linfonodos
a. Sem sinais sistémicos
b. Com sinais sistémicos

Tumor unico confinado a derme sem envolvimento regional do
linfonodo

a. Sem sinais sistémicos

b. Com sinais sistémicos

Il Tumor Unico confinado a derme com envolvimento regional do
linfonodo
a. Sem sinais sistémicos
b. Com sinais sistémicos

1 Multiplos tumores ou tumore grandes infiltrativos, com ou sem
envolvimento de linfonodos
a. Sem sinais sistémicos
b. Com sinais sistémicos

v Qualquer tumor com metastases distantes ou recorréncia com
metastases (incluindo envolvimento do sangue ou medula dssea)

Fonte: WELLE et al, 2008
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3.2.4 Tratamentos

O tratamento de escolha para esta neoplasia € a retirada cirirgica com ampla
margem de resseccdo (3 cm). A aplicagdo de terapia adjuvante depende do grau
histolégico do tumor e se hd ou ndo acometimento das margens cirargicas. A
quimioterapia € indicada nos casos de mastocitomas grau lll, com margens
comprometidas, com metastases, ou nos casos de tumores nao ressecaveis
(THAMM, MAULDIN, VAIL, 1999.). Os quimioterapicos utilizados como terapia
adjuvante incluem a vinblastina, lomustina e prednisolona.

Atualmente, com a rapidez no desenvolvimento da biologia molecular estao
surgindo novas drogas, com mecanismo de acao alvo-dirigido. O alvo no caso dos
mastocitomas é o receptor Kit, que nos tumores apresenta-se de forma anormal,
sugerindo que sua fungao esteja também alterada. A sinalizacdo desencadeada pela
ligacdo do receptor Kit ao seu ligante Stem Cell Factor (SCF) leva a ativacao da
atividade tirosina-quinase intrinseca e consequente inducdo da cascata de
transducdo de sinais, responsavel pela proliferacdo, maturacdo, migracéao,
degranulacao, supressao de apoptose e adesao a fibronectina (WEBSTER; KIUPE;
YUZBASIYAN-GURKAN, 2004). Como os tumores podem estar com a via
constantemente ativada, o que a droga faz é inibir esta via de transduc¢ao de sinal.

Hoje ha novas drogas disponiveis comercialmente no exterior, os inibidores
de atividade tirosina-quinase fosfato de toceranibe (Palladia®, Pfizer) aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos e masitinibe (Masivet® na
Europa e Kinavet® nos EUA, AB Science).

Outra droga inibidora da atividade tirosina-quinase, o mesilato de imatinibe,
utilizada na medicina humana para tratamento da leucemia mieldide crénica (LMC) e
para o tumor gastrointestinal estromal (GIST), obteve 21% (10/21) de resposta ao
tratamento em caes portadores de mastocitoma. Este estudo apresentou varias
limitacbes, como o autor comenta, porém mostra atividade em alguns céaes
portadores da doenca (ISOTANI et al., 2008).
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3.3 USO DE CAMUNDONGOS IMUNODEFICIENTES ATIMICOS NUDES NA DESCOBERTA DE
NOVOS AGENTES ANTINEOPLASICOS

A triagem de substancias com potencial antineoplasico em larga escala
envolve algumas etapas: ensaios in vitro dirigidos ao tipo celular e alvos especificos
para identificacdo de um composto ativo; estudos in vivo para avaliar o potencial
antitumoral; estudos farmacolégicos para definir a absorcdo, distribuicao,
metabolismo, e eliminacdo da droga; e estudos toxicoldgicos para definir a dosagem
segura inicial (DAMIA; D'INCALCI, 2009).

Os primeiros modelos utilizados em testes pré-clinicos foram as leucemias
murinas L1210 e P388 utilizados pelo Instituto Nacional do Cancer nos Estados
Unidos (National Cancer Institute, NCI) na triagem de substancias com potencial
antineoplasico. Estes modelos eram bem sucedidos em identificar agentes que eram
ativos contra doengas hematolégias malignas, porém nao contra tumores solidos.
Outros modelos murinos foram desenvolvidos como o melanoma B-16, o tumor de
colon C38, o tumor de pulméo Lewis e o tumor de ovario M5076 (BURGER; FIBIG,
2002). A descoberta dos camundongos imunodeficientes levou a incorporagdao dos
modelos xenotransplantaveis de tumores sélidos humanos no programa de triagem
na década de 70, como o de pulméo LX-1, célon CX-1 e mamario MX-1 (RUBIO-
VIQUEIRA HIDALGO, 2009). Avaliacdes subsequentes revelaram que 30% dos
compostos que foram ignorados pelos modelos singeneicos eram ativos em pelo
menos 1 modelo de xenotransplante, como por exemplo, o paclitaxel (RUBIO-
VIQUEIRA; HIDALGO2009). Até inicio dos anos 80, estes modelos foram capazes
de descobrir 35 novos agentes, mas estes agentes eram principalmente da classe
de substancias alquilantes. Por mais de 20 anos ndo foram descobertas novas
estruturas (BURGER; FIEBIG, 2002). Em 1989, o NCI substituiu sua estratégia na
busca de novos agentes de “composto-dirigido” para “doenga-dirigida”, incorporando
um painel de 60 linhagens de tumores humanos. Em uma tentativa de incorporar os
modelos de xenotransplante para uma triagem secundaria, foi implementado o teste
em “hollow fiber” (fibras ocas contendo células tumorais inseridas em camundongos
imunodeficientes) (RUBIO-VIQUEIRA; HIDALGO, 2009). Um estudo retrospectivo
realizado pelo NCI com 39 substancias em fase Il mostrou que quando os

compostos eram ativos em pelo menos um terco dos tumores xenotransplantados,
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havia correlagdo estatistica com a resposta em humanos. Entretanto, a atividade
dentro de um tipo histolégico em particular ndo possui valor preditivo clinico para o
mesmo tipo histolégico em humanos, exceto para o tumor de pulmao de células nao
pequenas (RUBIO-VIQUEIRA; HIDALGO, 2009).

Com o avancgo da ciéncia, a busca de novos agentes passou a ser baseado
em alvos moleculares. Os modelos in vivo utilizados atualmente sado “doenca-
dirigida” e possuem alvos bem caracterizados. Estes modelos compreendem os
xenotransplantes de explantes humanos e camundongos transgénicos (Quadro 3).
Entretanto, os modelos transgénicos tém alto custo e ndo sdo adequados para
testes em larga escala, sendo os modelos de xenotransplante o padrdo ouro para o
desenvolvimento de novas drogas contra o cancer. Os modelos de xenotransplantes
sao altamente recomendados pela Agéncia Européia para Avaliacdo de Produtos
Medicinais (EMEA) (BURGER, FIEBIG, 2002).

Quadro 3 - Comparacdo dos atributos de diferentes modelos

QOrigem do tumor

Similaridade com

tumor humano

Cultura celular

Explante de peca
cirurgica

Camundongo
transgénico

Heterogeneidade

Mais homogéneo

Diferentes populacdes
de células

Microambiente

Estroma murino

% de estroma humano

Estroma murino

Potencial metastatico

Depende do sitio de
implantagdo

Depende do sitio de
implantagao

Metastases ocorrem
infrequentemente

Tempo requerido

Curto, semanas

Semanas ou meses

Longo, as vezes requer
mais de um ano

tamnho tumoral

implantacao

implantacao

Custo baixo Alto, baseado no Mais alto, baseado em
trabalho trabalho e
alojamento
Acessibilidade ao Depende do sitio de Depende do sitio de Mais dificil pelo

crescimento ortopico

Fonte: RUBIO-VIQUEIRA; HIDALGO, 2009




33

3.3.1 Camundongo imunodeficiente atimico nude

O camundongo imunodeficiente atimico nude possui uma mutacio
espontdnea em um gene recessivo autossémico (Foxn1) localizado no cromossomo
11 e que possui efeito pleiotrépico (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007;
FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005). Esta mutacao provoca a ma formacéao
do timo (timo rudimentar), que consiste em um 6rgao policistico constituido por
cistos interconectados e arranjos acinares de células serosas e mucosas, e que nao
contém células linfoides (PANTELORIS; HAIR,, 1970; HOLUB et al, 1975). A
disgenesia do timo no camundongo atimico nude tem origem ectodérmica, que leva
também a falha na queratinizacdo do pélo e degeneracdo dos foliculos pilosos
(RETH, 1995). O desenvolvimento de um timo funcional depende de uma série de
interagGes epitélio-mesenquimal e posteriormente linfo-estromal. As células epiteliais
precursoras nao se diferenciam e esta associada a auséncia do fator de transcricao
WHN, produto do gene Foxn1 (anteriormente denominado Whn), que se encontra
mutado no camundongo atimico nude (NEHLS et al., 1996). Assim, o nude possui
uma deficiéncia nos linfécitos T, comprometendo sua resposta imunolégica a
agentes externos. A deficiéncia na resposta imunomediada permite que esta
linhagem nao rejeite transplantes (Figura 2) e tenha maior suscetibilidade as
infeccoes.

O primeiro relato de xenotransplante de tumor humano realizado com sucesso
foi feito em 1969, por Rygaard e Povisen (RYGAARD; POVLSEN, 1969; FIEBIG;
BURGER, 2002). Desde entdao, o uso de camundongos imunodeficientes para
albergar tumores xenogeneicos ganhou importancia crescente na area da pesquisa
oncoldgica (FIEBIG; BURGER, 2002). Antes da descoberta do camundongo atimico,
os tumores transplantaveis eram mantidos em modelos singeneicos. Depois da
descoberta do camundongo atimico outros camundongos imunodeficientes foram

descobertos ou desenvolvidos.
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Figura 2 — Aparéncia externa da de pele de camundongos atimicos nudes
xenotransplantados com enxertos de pele normal de varias espécies de
animais. (a) Enxerto humano, 60° dia. (b) Enxerto de gato, 51° dia; o
pélo deste enxerto comegou a crescer em 20 dias e continuou o
crescimento até a morte de seu hospedeiro aos 102 dias. (c) Enxerto
de frango no 32° dia; ests pele foi implantada com as caracteristicas
inactas. (d) Enxerto de camaledo no 41° dia. Enxerto de lagarto no 28°
dia. (f) Enxerto de perereca no 40° dia. Extraido de: MANNING, 1973

Os modelos de xenotransplante podem ser gerados de praticamente todos os
tumores soélidos e podem ser implantados em camundongos imunodeficientes
atimicos nu/nu (nudes), camundongos com imunodeficiéncia severa combinada
(scid/scid), camundongos diabéticos nao-obesos e com imunodeficiéncia severa
combinada (NOD/scid) ou camundongos knockout do gene de ativacdo da
recombinacao 2 (Rag2) (MORTON; HOUGHTON, 2007). Mais de 300 tumores dos
tipos a seguir foram estabelecidos utilizando modelo de xenotransplante: bexiga,

sistema nervoso central, leucemias, melanomas, péancreas, estdmago, mama,
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vesicula biliar, mesotelioma, préstata, testiculo, célon, pulmao, timo, cérvix uterino,
cabeca e pescocgo, linfoma, ovario, sarcomas, Utero, rim. Pode ser realizado com
linhagens de células ou de fragmentos do tecido tumoral do paciente oncolégico. O
xenotransplante de explante humano mantém as caracteristicas do tumor de origem,
enquanto xenotransplantes provenientes de linhagens de células estabelecidas em
perdem as caracteristicas originais (FIEBIG; BURGER, 2002).

Na Alemanha, pesquisadores da Universidade de Freiburg avaliaram mais
1600 tumores de pacientes humanos com cancer implantados no subcutaneo de
camundongos atimicos nude. Destes, 1227 se desenvolveram nos camundongos.
Entretanto, somente 41% tinham crescimento rapido com tumores medindo mais de
8 mm depois de 90 dias (mais de 60 mm?, comprimento X largura). Estes foram
escolhidos para posterior estabelecimento nos camundongos. De 499 tumores com
crescimento rapido, 400 foram estabelecidos com sucesso, apresentando
estabilidade nas passagens seriadas pelos camundongos, e muitos deles foram
criopreservados em nitrogénio liquido com recuperacao de 90% de viabilidade
celular (BURGER e FIEBIG, 2002). Os xenotransplantes tém um crescimento mais
lento em relacao aos modelos singeneicos.

Modelos xenotransplantaveis singeneicos e autoctones (tumores induzidos no
préprio animal com agentes carcinogénicos) foram (teis principalmente na
descoberta de drogas citotéxicas (normalmente agentes alquilantes). Atualmente, os
modelos de xenotransplantes humanos estdo amplamente difundidos sendo
bastante utilizados nos testes pré-clinicos de drogas antineoplasicas e mostram um
bom valor preditivo a resposta clinica (BURGER; FIEBIG, 2002; SAUSVILLE;
BURGER, 2006). A resposta nos animais xenotransplantados com tumores
humanos a drogas padrdo mostram resultados muito similares ao tratamento feito
em humanos. Resultados idénticos foram encontrados em 90% de tumores
sensiveis (10/21) e 97% dos tumores resistentes (57/59) (FIEBIG; BURGER, 2002)

Os xenotransplantes obtidos de fragmentos provenientes do tumor do
paciente oncoldgico se assemelham muito ao tumor original, pois desenvolvem
estroma, vasculatura e necrose central; maior ou menor diferenciacdo e tem taxa de
resposta clinicamente relevantes. Os tumores de linhagem celular normalmente
desenvolvem tumores de histologia homogénea e indiferenciada, provavelmente em
decorréncia da alta pressao seletiva causada pelo cultivo extensivo. Como resultado
disso se tornam resistentes a maioria das drogas-padrdao em decorréncia da selecéo
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de clones agressivos (FIEBIG; BURGER, 2002; RUBIO-VIQUEIRA; HIDALGO,
2009).

Os modelos xenotransplantaveis mantém um ambiente tumoral que permite a
avaliacao de terapias que requerem resposta imunoldgica ou componentes-alvo
especificos de vasos sanguineos ou da matriz extracelular (SAUSVILLE; BURGER,
2006).

Com o desenvolvimento da biologia molecular, os modelos in vivo atuais
estdo cada vez mais voltados para alvos especificos e bem caracterizados. Os
tumores xenotransplantaveis deverdo ser utilizados principalmente para triagem de
novas drogas e descoberta de novos biomarcadores que possam predizer os efeitos
das drogas antineoplasicas (GARBER, 2009).

3.4 PROCURA DE NOVOS AGENTES ANTINEOPLASICOS

A pesquisa de novos agentes antineoplasicos realizada em larga escala por
algumas instituicbes, como o NCI (National Cancer Institute, EUA) envolve um
planejamento elaborado, alta tecnologia e softwares que ajudam a identificar os
compostos com maior potencial para o desenvolvimento de uma nova droga
(SCHILSKY; MILANO; RATAIN, 1996; TEICHER, 1997). Este esquema permite a de
muitos compostos em curto espaco de tempo. Entretanto, da mesma maneira que é
possivel a avaliacdo de muitas substancias ao mesmo tempo, outras tantas com
potencial terapéutico passam despercebidos. Dai a importancia dos estudos
conduzidos principalmente nas universidades, muitas vezes em associagdes com
outras instituicdes, que possibilitam um estudo mais aprofundado dos compostos
com potencial terapéutico. Apesar das pesquisas recentes no desenvolvimento de
drogas contra o cancer focarem alvos moleculares, a exemplo dos inibidores da
atividade tirosina-quinase, a pesquisa com compostos naturais ainda oferece uma
variabilidade enorme de estruturas quimicas com atividade farmacologica a serem
descobertas.

As informacdes etnofarmacolégicas de uma planta constituem um ponto de
partida importante para a descoberta de novos agentes terapéuticos. O uso popular
de plantas ou produtos naturais para o tratamento de doencas € um indicativo da
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presenca de compostos bioativos com uso potencial na clinica médica. Muitas
drogas utilizadas atualmente foram desenvolvidas a partir do isolamento de
substancias presentes em plantas (PEZZUTO, 1997; MANS; ROCHA;
SCHWARTSMANN, 2000). Alguns exemplos de drogas citotdxicas descobertas a
partir de compostos presentes em plantas e utilizadas no tratamento do cancer sao:
Vinblastina e Vincristina (Catharanthus roseus); Etoposideo e Tenitoposideo
(Podophyllum peltatum; P.emodi); Paclitaxel e Docetaxel (Taxus brevifolia);
Irinotecan, Topotecan, 9-Aminocampothecin e 9-Nitrocamptothecin (Camptotheca
acuminata). Outras drogas que estao em fase experimental sdo: Homoharringtonine
(Harringtonia cephalotaxus); 4-lpomeanol (l[pomeaca batatas); Elliptinium (Bleekeria
vitensis); Flavopiridol (Amoora rohituka; Dysoxylum binectariferum) (MANS; ROCHA;
SCHWARTSMANN, 2000).

Um dos problemas na terapéutica do céncer € o desenvolvimento de
resisténcia das células cancerosas as drogas utilizadas durante o tratamento. Deste
modo, pesquisas de novos agentes antineoplasicos com novos mecanismos de agao

se fazem necessarios.

3.4.1 Tricostatina A

A tricostatina A (TSA) foi isolada pela primeira vez em 1976 por Tsuji e
colaboradores, a partir de metabdlitos da bactéria Streptomyces hygroscopicus e
mostrou ter atividade contra alguns fungos.

A TSA pertence a classe | dos inibidores de histona deacetilases, envolvidos
na modificagdo estrutural das histonas no DNA. As histonas sdo reguladas
principalmente pela acetilacdo/deacetilacdo da cauda N-terminal das histonas, e é
crucial na modulagdo da expressao génica porque afeta a interagdo do DNA com
complexos de proteinas ndo-nucleossomais reguladoras de transcricao. O balanco
da acetilagdo/deacetilagdo é mediado por dois conjuntos de enzimas: histona
acetiltransferases (HAT) e histona deacetilases (HDAC). A acetilacdo relaxa a
conformacao do DNA, tornando-o acessivel a maquinaria transcricional. Alto nivel de
acetilacdo é observado em cromatinas contendo genes que sao altamente
transcritos. Genes silenciados estdo associados a baixo nivel de acetilacdo. O
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inapropriado silenciamento de genes criticos pode levar a inativacdo de genes
supressores de tumor no cancer (ACHARYA, et al., 2005).

A inibicdo da funcao das HDACs pode liberar genes desregulados envolvidos
na progressao no ciclo celular, diferenciacao e apoptose (MARKS; RICHON; RIFKID,
2000). Os inbidores de HDACs bloqueiam a fungdo de deacetilagdo causando
parada no ciclo celular, diferenciacdo e/ou apoptose de muitos tumores (Yoshida et
al., 1990; Medina et al, 1997; TOTH, et al., 2004; ACHARYA et al., 2005). As HDACs
tém uma funcgéao critica no balanco entre proteinas pré e anti-apoptéticas. A inibicao
de HDAC pode também afetar a sobrevivéncia do tumor pelo bloqueio da
angiogénese, e por inibir as vias intracelulares de resposta ao estresse (LANE;
CHABNER, 2009).

A familia das HDAC é dividida em zinco-dependentes (classes LIl e IV) e
zinco-independentes, nicotinamida-adenina dinucleotideo dependente (classe Ill). A
maioria dos inibidores que estdo sendo desenvolvidos como agentes antineoplasicos
sdo das classes Il e [V (STIMSOM et al., 2009).

A acdo da tricostatina A foi testada in vitro em varios tipos de células
tumorais, demonstrando seu efeito inibitério no ciclo celular e apoptose (MEDINA et
al., 1997; VIGUSHIN et al, 2001; YEE et al, 2004; WETZEL et al, 2005;
MUKHOPADHYAY et al., 2006) e invasao celular (WU; STARZINSKI-POWITZ;
GUO, 2007).

3.4.2 Pfaffia paniculata

A Pfaffia paniculata (Martius) Kuntze é conhecida popularmente como
Ginseng brasileiro e paratudo, referindo-se a seu uso similar aos dos ginsengs
importados para tratar uma ampla variedade de doencas e para melhorar a
capacidade mental e energética. Esta planta é nativa do Brasil, e também é
encontrada em outras regides tropicais, que incluem a bacia Amazénica, Equador,
Panama, Paraguai, Peru e Venezuela. Outros nomes pelo qual € conhecida sao fafia
e corango-acu. Sua utilizacdo tem origem desde épocas remotas pelos povos
indigenas, principalmente pelas suas propriedades adaptégenas, ou seja, como
ténico prescrito apos periodos de debilidade (ELKINS, 1997). Além disso, é utilizada
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atualmente para combater uma variedade de afecgdes circulatérias e neurologicas,
distarbio hormonal, fadiga crénica, diabetes, taxa elevada de colesterol, para
fortalecer o sistema imunolégico e como auxiliar no tratamento de cancer, e ainda
como afrodisiaco (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1980; ELKINS, 1997). O nome
popular paratudo provém dessa utilizagdo “para tudo”.

Apesar de ser chamada de ginseng, a P.paniculata ndo tem correlacao
botanica com os ginsengs importados, que pertencem ao género Panax, da familia
Araliaceae (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1980). A P.paniculata pertence a familia
Amaranthaceae, portanto a composicao quimica & bem diferente entre os dois tipos
de ginsengs, tendo como consequiéncia agdes farmacoldgicas distintas (OLIVEIRA;
AKISUE; AKISUE, 1980).

O principal componente da P.paniculata é a saponina. As saponinas sdo
glicosideos de esterdides ou terpenos policiclicos. Esse tipo de estrutura possui uma
parte com caracteristica lipofilica (aglicona hidrofébica que pode ser um triterpeno ou
um esterdide) e outra parte hidrofilica composta de agucares (glicose, galactose,
acido glucurénico, xilose, rhamanose, ou metilpentose) (FRANCIS et al., 2002;
SCHENKEL et al., 2002). O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade
de formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas
determinam um numero variado de propriedades bioldgicas para essas substancias
(SCHENKEL et al, 2002). Muitos efeitos biolégicos das saponinas, como a
permeabilizacao de membranas, propriedades imunoestimulantes,
hipocolesterémicas e antineoplasicas estdo sendo estudadas (FRANCIS et al.,
2002).

O teor de saponinas brutas encontrado na P.paniculata esta em torno de 11%
(OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1980). As saponinas identificadas na P.paniculata
sao os pfafosideos A, B, C, D, E e F, e o acido pfafico, produto hidrolitico dos
pfafosideos. Estes apresentaram atividade antitumoral in vitro, com exceg¢ao do
pfafosideo B (TAKEMOTO et al.,, 1983; NAKAI et al.,, 1984; NISHIMOTO et al.,
1984). Recentemente foram encontradas dois novos nortriterpendides, pfaffine A e B
por um grupo dos Estados Unidos (LI; JADHAV; KHAN, 2010). Além destes
compostos, a P.paniculata também apresenta em sua composicdo uma mistura de
sitosterol e estigmasterol e seus glicosideos, estigmasteril-B-D-glucosideo e

sitosteril-B-D-glucosideo, e alantoina.
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A atividade biolégica de saponinas (ginsenosideos) contidas em ginsengs do

género Panax tem sido extensivamente estudada. Muitos dos ginsenosideos ja

isolados apresentam atividade antineoplasica por varios mecanismos diferentes
(ATTELE; WU; YUAN, 1999; CHANG et al.,, 2003; SHIBATA, 2001). Por suas

propriedades similares aos esteroides, os ginsenosideos sdo capazes de atravessar

as membranas das células e chegar a receptores citoplasmaticos ou nucleares,

desencadeando os efeitos observados sobre as células (ATTELE; WU; YUAN,

1999).

Muitas das propriedades atribuidas a Pfaffia paniculata nao tém

comprovacao cientifica e existem poucos trabalhos publicados com esta planta.

Os estudos ja realizados com a P.paniculata incluem:

atividade antiinflamatéria em camundongos (MAZZANTI et al., 1993)
e analgésicas em ratos (OGA et al., 1987);

efeitos sobre a hidratacdo de heméacias na anemia falciforme
(BALLAS, 2000),

melhora de performance sexual em ratos impotentes (ARLETTI et
al.,1999) e aumento significativo nos niveis de estradiol-17f,
progesterona e testosterona (OSHIMA; YEUNHWA, 2003),

atividade sobre a fungdo macrofagica (PINELLO et al., 2006),
inibicao de angiogénese (Carneiro et al., 2007),

citotoxicidade na linhagem tumoral mamaria humana MCF-7
(NAGAMINE et al., 2009),

inibicdo sobre crescimento do tumor de Ehrlich em sua forma
ascitica (MATSUZAKI et al., 2003) e sélida (MATSUZAKI et al.,
2006),

diminui¢cdo do volume tumoral e titulo viral em animais portadores de
linfoma infectados com o virus da Leucemia Murina (MuLV)
(WATANABE et al, 2000),

diminuicdo da incidéncia de lesbdes pré-neoplasicas e neoplasicas
(DA SILVA et al., 2005) e diminuicao da proliferagdo e aumento de
apoptose em modelo de hepatocarcinogénese murina (DA SILVA et
al., 2010).
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Da mesma maneira como esta ocorrendo com o Panax sp, um estudo mais
aprofundado dos compostos existentes na P.paniculata poderia revelar outros
componentes de interesse, ja que esta planta vem demonstrando potencial

antineoplasico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTABELECIMENTO E CARACTERIZACAO DO MODELO XENOTRANSPLANTAVEL DE
MASTOCITOMA CANINO EM CAMUNDONGOS IMUNODEFICIENTES

4.1.1 Obtencao do mastocitoma canino e avaliacao histopatologica

O mastocitoma canino foi obtido apds procedimento cirdrgico realizado no
Hospital Veterinario (HOVET) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP). O animal doador foi um cao fémea, sem
raca definida, com 12 anos de idade, apresentando formacao neoplasica com 12 cm
de diametro em membro posterior esquerdo (protocolo de atendimento HOVET
173179). Fragmentos do tumor foram fixados em formol 10% e incluidos em
parafina. Cortes de 5um foram obtidos para confec¢do de laminas histolégicas. As
laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e Azul de Toluidina para a
avaliacao histopatolégica (registro no Servico de Histopatologia — 173179). A
graduacao histolégica foi estabelecida apds avaliagdo por 3 patologistas
veterinarios. Outro fragmento foi destinado ao cultivo celular e inoculacdo em
camundongos atimicos nudes BALB/c nu/nu.

4.1.2 Processamento inicial do tumor e primeira passagem

O tumor foi retirado no centro cirurgico do HOVET sob condicdes assépticas,
e transportado em meio RPMI-1640 estéril (Gibco-Invitrogen) acrescido de 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Gibco-Invitrogen) e antibiéticos/antimicético (ATB) (200U/mL
de penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e 25ug/mL de anfotericina B) (Gibco-
Invitrogen). Imediatamente apds a retirada do tumor, este foi processado de forma
asséptica em fluxo laminar (Trox). O tumor foi fragmentado em pedacos menores

com auxilio de tesoura cirurgica estéril. A seguir, os fragmentos de tumor foram
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colocados em solugéo estéril contendo colagenase tipo IA (Sigma) (meio RPMI-1640
acrescido de 10% de SFB, 100U/mL de colagenase tipo IA e 200U/mL de penicilina,
200ug/mL de estreptomicina e 25ug/mL de anfotericina B), sendo mantidos a 37°C
sob agitacdo por 4 horas. A suspensao celular foi filtrada com filtro de nylon de
porosidade 70um (Cell Strainer, BD Biosciences), e centrifugada a 1200 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado, as células obtidas foram ressuspendidas
em meio RPMI-1640 e contadas em camara de Neubauer com Azul de Tripan. Cerca
de 2x107 células/animal foram inoculadas no subcutaneo da regido interescapular de

camundongos nudes BALB/c nu/nu, e outra parte foi mantida em cultivo celular.

4.1.3 Camundongos nudes BALB/c nu/nu

Inicialmente foram utilizados camundongos nudes BALB/c nu/nu fémeas e
machos provenientes do Biotério do Departamento de Patologia da FMVZ/USP. Os
animais eram mantidos em gaiolas com micro isolador em sala convencional
climatizada com ciclo claro-escuro de 12h, recebendo ragdo peletizada (Nuvilab-
CR1, Nuvital Nutrientes) e agua autoclavada ad libitum. Posteriormente, foram
adquiridos animais SPF (Specific Pathogen Free) provenientes do Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas IV da Universidade de Séao Paulo (ICB IV/USP). Estes animais foram
mantidos em condicées de sanidade controlada, em sala isolada, climatizada, com
ciclo claro-escuro de 12h. Os animais permaneceram em gaiolas com microisolador
(maximo de 5 animais/gaiola), em rack ventilada (Alesco ®), mostrado na figura 3.
Os animais receberam agua e ragao peletizada (Nuvilab-CR1, Nuvital Nutrientes)
autoclavados, ad libitum. A limpeza das gaiolas foi realizada semanalmente,
utilizando-se gaiolas esterilizadas e maravalha autoclavada. A manipulacdo dos
animais foi realizada em fluxo laminar (Trox ®). Todos os materiais que entravam em
contato direto com o animal eram de uso exclusivo, e previamente esterilizados ou

desinfetados.
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Figura 3 — Rack ventilada. Os animais permanecem isolados do ambiente em
gaiolas microisoladas.

4.1.4 Técnicas utilizadas para obtencao de suspensao celular do
mastocitoma canino

Animais portadores de tumor com medidas superiores a 1000 mm? de volume
tumoral foram eutanasiados com sobredose de xilazina-quetamina (100 mg/kg de
quetamina, 10 mg/kg de xilazina), e submetidos a assepsia com alcool 70% e alcool-
iodado. Os procedimentos de retirada do tumor foram realizados fora do fluxo
laminar com material cirargico estéril. Um fragmento de tumor sem a pele foi
coletado em tubo estéril contendo meio DMEM (Dulbecco’s Eagle Modified Medium
high glucose, Gibco-Invitrogen) estéril acrescido de antibidticos-antimicético
(200U/mL de penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e 25ug/mL de anfotericina B). A
seqguir, o fragmento tumoral passou por processo de digestdo enzimatica com
colagenase ou foi colocado em garrafas de cultura para liberagcdo das células
(técnica de explante), como descritos nos itens abaixo.
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Inicialmente foi utilizada a técnica de dissociacdo enzimatica para se obter
uma suspensao celular dos tumores excisados dos camundongos. Posteriormente,
este método foi substituido pela técnica de explante, a qual libera as células dos

fragmentos teciduais eficientemente sem a necessidade da utilizagdo de enzimas.

4.1.4.1 Dissociagdo enzimatica com colagenase

O tumor foi fragmentado em pedacos de 1-2 mm com tesoura cirurgica estéril,
colocado em recipiente contendo solucao de colagenase tipo IA estéril (meio DMEM
acrescido de 100U/ml de colagenase tipo IA, 200U/mL de penicilina, 200ug/mL de
estreptomicina e 25ug/mL de anfotericina B). Os fragmentos permaneceram nesta
solugédo sob agitacdo a 37°C por 2-3 horas. A suspensao celular obtida foi filtrada
com filtro de porosidade 70um (Cell Strainer, BD Biosciences) para retirada de
fragmentos restantes. A seguir, a suspensao foi centrifugada a 1200 rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em meio
completo (meio DMEM acrescido de 10% de SFB) acrescido de 200U/mL de
penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e 25ug/mL de anfotericina B.

4.1.4.2 Técnica de explante

Na técnica do explante, o tumor é fragmentado com tesoura cirlrgica estéril,
sob condicoes estéreis, em pedagos de 1-2 mm sendo entdo transferidos
diretamente para uma garrafa de cultura contendo meio DMEM acrescido de 10% de
SFB acrescido de 200U/mL de penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e 25ug/mL de
anfotericina B. O tecido tumoral fragmentado é incubado em estufa umidificada com
atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C. As células se desprendem gradualmente do

tecido ficando em suspenséo no meio de cultura.
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4.1.5 Inoculacdao e manutencao do tumor

Os animais foram inoculados com 0,06-3 x 10’ células/animal por via
subcutanea na regidao dorsal interescapular ou dorsal caudal. Cada animal com
crescimento tumoral positivo foi eutanasiado quando o tumor atingiu um volume
maior que 600 mm?>. O tumor foi medido com paquimetro e retirado uma amostra
para exame histopatoldogico. O restante da massa tumoral foi processado para
inoculagdo em outros camundongos e avaliagdo de crescimento em cultura. Orgaos
internos também foram retirados para analise histopatoldégica. Foram obtidas
laminas coradas com Azul de Toluidina para evidenciacdo de granulos
metacromaticos caracteristicos dos mastécitos.

Para verificar a possibilidade de crescimento em forma ascitica, as células de
mastocitoma foram inoculadas em cavidade peritoneal. Fragmentos do mastocitoma
de um camundongo portador foram colocados em cultura para liberagdo das células
(técnica de explante). A cultura permaneceu por 6 dias em meio DMEM acrescido de
10% de soro fetal bovino e antibidtico/antimicotico (200U/mL de penicilina, 200ug/mL
de 25ug/mL de estreptomicina anfotericina B), a 37°C em estufa umidificada com
atmosfera contendo 5% de CO.. As células em suspensdo foram coletadas e
centrifugadas. Foram inoculados 6x10° células/animal por via intraperitoneal. Os
animais foram eutanasiados apés verificacdo de aumento do volume abdominal.
Fragmentos de tumor e 6rgaos abdominais e toracicos foram retirados e fixados em

formol para avaliagao histopatoldgica.

4.1.6 Avaliacao do crescimento tumoral

Os animais foram acompanhados semanalmente quanto ao crescimento
tumoral e evidéncias de deterioracdo da saude e alteracdo de sinais clinicos.

O volume tumoral foi determinado por meio da aquisicido das medidas
longitudinal e transversal do tumor com o uso de paquimetro, como mostrado na
figura abaixo (Figura 4). Para o célculo do volume tumoral, em milimetros cubicos
(mm®), foi utilizada a seguinte férmula (TEICHER, 2002):



48

volume tumoral = a x b%/2

sendo, a = comprimento maior (mm) e, b = comprimento menor (mm)

Figura 4 — Obtencdo das medidas do tumor com auxilio de paquimetro. A)
eixo maior (em mm). B) perpendicular ao eixo maior (em mm)

4.1.7 Imunoistoquimica para c-kit (CD117) e PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen)

Cortes de 5 um de espessura de fragmentos do tecido tumoral e érgaos
internos fixados em formol foram obtidos em Iaminas silanizadas para a realizacao
da imunoistoquimica.

O protocolo de imunomarcagéo para c-kit (CD117) e PCNA esta descrito a
sequir:

1. Desparafinizag&o e hidratacdo do tecido em banhos sucessivos de xilol
(10 min, 2 vezes), xilo-alcool (10 min), alcool absoluto (5 min, 2 vezes),
alcool 95% (5 min), alcool 70% (5 min) e agua destilada (5 min).

2. Recuperagao antigénica com tampao citrato pH 6,0 por 15 min. em
microondas. Lavagem com PBS /Tween 20 (0,05%)

3. Bloqueio de peroxidase endbégena com metanol e perdéxido de
hidrogénio 30% (4:1) por 30 min. Lavagem com PBS/Tween 20
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4. Bloqueio de sitios inespecificos com leite desnatado (PBS, leite
desnatado 5%, Tween 20 0,05%) por 1 hora em temperatura ambiente.
5. Adicdo de anticorpo primario (c-kit 1:100, CD117 policlonal Dako) ou
PCNA (1:1600, monoclonal clone PC 10, Dako) e incubacao overnight
a4°C.
6. Lavagem com PBS/Tween 20 (83X de 5 min sob agitacdo suave).
Utilizacao do método LSAB (Labeled Streptavidin Biotin, kit Dako):
a. Adicao do Link e incubacdo por 30 min em temperatura
ambiente
b. Lavagem com PBS/Tween 20 (3X de 5 min sob agitagdo suave).
Adicdo do complexo estreptavidina-peroxidase e incubacgéao por
30 min em temperatura ambiente
7. Lavagem com PBS/Tween 20 (3X de 5 min sob agitagdo suave).
Revelagdo com cromogeno diaminobenzidina (DAB liquido, Dako).
Lavagem com PBS/Tween 20 (3X de 5 min sob agitacao suave).
8. Contracoloracdo com hematoxilina por 1 min. Lavagem em &gua
corrente por 5 min. Banho com agua destilada por 5 min.
9. Desidratacao em banhos sucessivos de alcool 70% (5 min), alcool 95%
(5 min), alcool absoluto (5 min, 2 vezes), xilol-alcool (5 min) e xilol (5
min, 2 vezes)

10.Montagem das laminas com laminulas e resina Permount (Fisher).

4.2 CULTIVO CELULAR DO MASTOCITOMA CANINO

4.2.1 Cultivo celular

Apés a retirada do tumor do animal, as células foram processadas para
inoculagdo em outros camundongos, e as células restantes foram mantidas em
cultivo celular em estufa com atmosfera umidificada contendo 5% de CO, a 37°C. A
cultura das células do tumor foi feita com meio DMEM acrescido de 10% de soro
fetal bovino e antibi6ticos/antimicético (200U/mL de penicilina, 200ug/mL de
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25ug/mL de estreptomicina anfotericina B). As células em cultura foram obtidas pela
técnica de explante ou por dissociagdo enzimatica com colagenase (ver item 4.1.4).
As culturas foram observadas e mantidas até o inicio de sua deterioracdo
(envelhecimento da cultura).

4.2.2 Coloracao com Azul de Toluidina

As células do mastocitoma foram cultivadas em placas de cultura contendo
laminulas estéreis. Ap6s o cultivo das células por variados periodos, o meio de
cultura foi retirado e as células deixadas para secar em temperatura ambiente. A
seqguir, foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos em temperatura
ambiente. As células foram submetidas a coloracdo com azul de toluidina na diluicao
1:10 em solucdo PBS pH 2,0 por no minimo 10 minutos (solucao estoque: azul de
toluidina 0,1%, acido acético 0,5%). As laminas foram montadas com glicerina e a

visualizagao foi realizada logo apds sua montagem em microscépio de luz.

4.2.3 Senesceéncia celular

As células foram mantidas em cultura em meio completo (meio DMEM acrescido
de SFB e antibiéticos/antimicético) por um periodo de 1 ou 2 meses em garrafas
para cultura. Apos este periodo, as células foram submetidas a marcacao para
senescéncia celular (envelhecimento celular).

Protocolo para marcacao de células senescentes em cultura celular:

1. Retirar o meio de cultura e fixar com solug¢ao de glutaraldeido 0,05% em PBS

por 5 minutos em temperatura ambiente

2. Descartar a solucao de glutaraldeido e lavagem com PBS (2 vezes)

3. Adicionar PBS e deixar por 10 minutos em temperatura ambiente

4. Aspirar e adicionar novo PBS. Aspirar
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5. Cobrir as células com solucdo de X-gal (1Img/ml X-Gal em 5mM
K4Fe(CN)e3H20/5 mM KzFe(CN)e/1 M MgClo/PBS) e incubar por 24horas a
37°C

6. Visualizagdo em microscopio invertido

4.3 ESTUDOS IN VITROE IN VIVO

4.3.1 Estudos in vitro

Os experimentos foram realizados com as células em suspensao do cultivo
celular, constituido por aproximadamente 95% de mastécitos, identificados pela
coloracao Azul de Toluidina. As células foram utilizadas do 4° ao 10° dia de cultivo
celular. Trés substancias foram testadas quanto ao seu potencial antineoplasico: a
epigalocatequina galato (EGCG), a tricostatina A (TSA) e o residuo butanolico de
Pfaffia paniculata.

A epigalocatequina galato (EGCG) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich
(EUA). Para o tratamento das células, a EGCG foi dissolvida em meio DMEM e
filtrada com filtro de porosidade 0,2um (Millipore).

A tricostatina A foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (EUA). A TSA da
solucado estoque foi diluida em meio completo imediatamente antes do uso. A
mesma quantidade de DMSO, menor que 0.1% (vol/vol), foi adicionada ao meio do
grupo controle.

O residuo butanolico de Pfaffia paniculata (RBPP) foi obtido da raiz
pulverizada de Pfaffia paniculata, gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Gokithi Akisue. O
Prof. Gokithi cultiva a Pfaffia paniculata em suas proprias terras. A Pfaffia paniculata
foi identificada por suas flores e folhas caracteristicas, € um exemplar foi depositado
no Herbario Goro Hashimoto (Sao Paulo, Brazil), sob o nimero no. 37.411. A
obtencdo do extrato butanédlico é descrita abaixo.

O p6 da raiz é submetida a maceracao por cerca de 5 dias em alcool etilico
95% sob agitacao periédica. O liquido é filtrado e, a seguir, o etanol contendo

substancias nela dissolvidas € evaporado em rotaevaporador em temperatura nao
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superior a 50°C. O residuo (extrato etandlico) obtido é mantido em dessecador até
atingir peso constante. Este residuo é dissolvido em n-butanol saturado de agua,
separando-se as fases (aquosa e butandlica) em funil de decantagdo. A fase
butandlica é evaporada em rotaevaporador e mantida em dessecador até atingir
peso constante. O extrato obtido foi mantido a -20°C protegida da luz. Para os
ensaios, o0 RBPP foi dissolvido em PBS com auxilio de DMSO (concentragéo final de
DMSO menor que 0,1%). A solugéo foi esterilizada com o uso de filtro de porosidade
0,2um. As solugdes para os tratamentos eram preparadas sempre no mesmo dia de
uso. O grupo controle recebeu a mesma quantidade de DMSO (concentragao final)
utilizado para dissolucao do RBPP.

4.3.1.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela exclusao do corante vital Azul de Tripan.
As células foram incubadas em placa de 96 pocos a uma concentracdo de 1 x 10°
células/pogo, em triplicatas. Depois de 24h, as células foram tratadas com 100, 200
ou 400 nM de TSA (concentracao final) e 100, 500 ou 1000 ug/ml de RBPP e
incubadas por 24, 48 ou 72h. As células foram contadas em camara de Neubauer
com auxilio do Azul de Tripan.

4.3.1.2 Coloragdo com Laranja de Acridina/Brometo de Etidio:

As células foram tratadas com 100 nM de TSA ou 1000 pg/ml de RBPP por 48
e 72 horas sendo entdo coradas com uma solugao contendo 100ug/mL de laranja de
acridina e 100ug/mL de brometo de etidio (concentragdo final 2ug/mL laranja
acridina e 2ug/mL brometo de etidio). A visualizacdo foi feita em microscépio de
fluorescéncia Nikon Eclipse E800 com filtro para FITC/Texas Red, logo apés a
adicao da solugdo. As imagens foram obtidas com o auxilio do software Image-Pro
Plus versao 4.5 (Media Cybernetics- EUA).
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4.3.1.3 Ensaio do MTT

Foram inseridas 1,5 x 10° células/pogo em placas de 96 pocos de fundo chato
estéril. Apés 24h, foram realizados os tratamentos com EGCG (concentracdo final
10, 100 ou 200ug/ml), RBPP (concentracéo final 100, 500 ou 1000 pg/ml) ou TSA (1,
10 ou 100 nM. As células foram mantidas por diferentes tempos de incubacao. Cinco
horas antes do término do ensaio, foi adicionado 20ul (5mg/ml) de sal de tetrazolium
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, Amresco, EUA)
em cada poc¢o para metabolizacdo pelas células viaveis. A placa foi centrifugada a
4000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Os cristais de formazan
foram dissolvidos com 100ul/pogo de DMSO. A leitura foi feita em leitor de Elisa a
620nm. Os tratamentos foram feitos em quintuplicatas. O crescimento celular foi
determinado pela seguinte formula:

% crecimento = média dos valores do grupo tratado/média dos valores do
grupo controle x 100.

4.3.1.4 Anélise do ciclo celular

As células de mastocitoma foram depositadas em placas de 96 pocos de
fundo chato a concentragéo de 1,5 x 10° células/poco e incubadas a 37°C em estufa
de CO.. Depois de 24h, TSA foi adicionada a uma concentragao final de 100 nM ou
RBPP nas concentragées de 100, 500 ou 1000 pg/ml Triplicatas foram feitas para
cada tratamento. As células foram fixadas com etanol 70% gelado e mantidas -20°C
até o uso. Para a analise do ciclo celular, as células fixadas foram centrifugadas a
2000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado. A seguir, as células foram
lavadas com tampéao fosfato (PBS) e incubadas com 20ug/ml iodeto de propidio
(Sigma-Aldrich, EUA), 200ug/ml RNAse A (Invitrogen, EUA) e 0,1% Triton X-100
(Sigma-Aldrich, EUA) em PBS for 15 min a 37°C. Para cada amostra, o minimo de
10.000 eventos foram capturados pelo citbmetro de fluxo e analisados pelo software
Cell Quest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry System, EUA).
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4.3.2 Estudos in vivo

4.3.2.1 Tratamento com Tricostatina A

A tricostatina A foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (EUA). A TSA foi
dissolvido em DMSO a concentragdo de 5 mM e armazenado protegido da luz a -
20°C. Para os tratamentos a TSA foi dissolvida em solugéo fisiolégica estéril na
concentracdo desejada.

Foram utilizados 12 camundongos nudes BALB/c nu/nu fémeas com idade
entre 20 e 25 semanas, sendo 6 animais tratados com TSA e 6 animais controles.
Os animais foram inoculados com 6x10° células/animal de mastocitoma canino no
subcutaneo da regido interescapular. O tratamento iniciou-se quando os tumores
atingiram volume superior a 100 mm?®. Os animais receberam diariamente 100
ul/animal de TSA (0,5mg/kg), diluido em solugéo salina por via intraperitoneal. O
grupo controle recebeu somente o veiculo. O tratamento teve duragéo de 7 dias com
aplicac6es diarias, sendo entédo interrompido. Os animais foram acompanhados por
mais 7 dias, sendo entdo eutanasiados para a verificacdo histopatolégica do tumor e
orgaos internos.

Para testar uma concentragdo maior localmente, alguns animais (n=3) foram
tratados com TSA (2mg/kg) intratumoral. Outros 2 animais receberam somente o
veiculo. Os animais receberam 10 aplicagcdes de TSA, em um periodo de 12 dias.

Os animais foram eutanasiados um dia depois da Ultima aplicacao.

4.3.2.2 Tratamento com residuo butandlico de Pfaffia paniculata

Para o tratamento com residuo butandlico da P.paniculata, a solucao
contendo RBPP foi preparada para utilizacao em duas vezes somente, ou seja, para
uso no dia e no dia seguinte (a solugcao era congelada). Para o preparo, utilizou-se
pequena quantidade de DMSO (concentracao final 0,5%) para ajudar na dissolucao
do extrato. O RBPP foi diluido em solugao fisiolégica sendo entao filtrada com filtro
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de porosidade 0,45 um. A quantidade inoculada por animal foi de 150 pl intratumoral
(1,5mg/animal). Os controles receberam somente o veiculo.

Foram utilzados 11 camundongos nudes BALB/c nu/nu fémeas com idade de
12 semanas, sendo 6 animais tratados com RBPP e 5 animais controles. Os animais
foram inoculados com 6x10° células/animal de mastocitoma canino no subcutaneo
da regido interescapular. O tratamento iniciou-se quando os tumores atingiram
volume superior a 100 mm?®. Os animais foram tratados com 1,5mg/animal de RBPP
diluido em solucdo salina, via intratumoral. O grupo controle recebeu somente o
veiculo. O tratamento teve duracdo de 17 dias, sendo entdo os camundongos
eutanasiados para a verificagao histopatolégica do tumor e 6rgaos internos.

4.3.3 Analise estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste estatistico de Anélise de Variancia
(ANOVA) de duas vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni ou Anélise de Varianicia
(ANOVA) de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni. Os valores foram
expressos como média + desvio padrao, e p< 0.05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DE FRAGMENTO TUMORAL DO ANIMAL DOADOR

A avaliagao histopatolégica dos fragmentos tumorais do animal doador revela
de maneira geral, intensa proliferacao de mastécitos com moderado a alto grau de
pleomorfismo, areas de colagendlise (Figura 5A), invasdao de camada muscular,
focos hemorragicos, presenca de eosindfilos (Figura 5B) e invasdo vascular pelas
células neoplasicas (Figura 5C), além de margens cirargicas comprometidas. Este
tumor recebeu a graduacdo 3 segundo classificacdo estabelecida por Patnaik
(1984). A coloracdo com Azul de Toluidina mostra discreta a moderada granulacao
citoplasmatica (Figura 5D). Segue a seguir a descricdo histopatoldégica dos
fragmentos corados em HE:

Fragmento 1: Fragmento cutdneo apresentando em sua epiderme discreta
hiperqueratose e presenga de melanina na camada basal. Na derme superficial
observam-se mastécitos entremeados a vasos congestos. Em continuidade a derme
profunda nota-se intensa proliferacdo de mastocitos. Estas células apresentam
moderado pleomorfismo, nudcleo redondo, nucléolo inconspicuo e citoplasma
agranular, por vezes com pouca granulacao, além de figuras de mitose. Observa-se
ainda intensa colagendlise, focos hemorragicos e discreta quantidade de eosindfilos.
Esta formacéo estende-se até o subcutaneo.

Fragmento 2: Fragmento cutineo apresentando hiperplasia irregular e
extensa area de solugdo de continuidade. Adjacente a derme superficial
estendendo-se até a camada muscular nota-se intensa proliferacdo de mastdécitos.
Estas células exibem moderado a alto grau de pleomorfismo, nucleo redondo,
nucléolo inconspicuo, citoplasma agranular e moderado indice mitético. Observa-se
ainda intensa colagendlise, focos de hemorragia, moderada quantidade de
eosindfilos, além de invasao vascular pelas células neoplasicas. A margem cirargica

do fragmento apresenta-se comprometida.
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Figura 5 — Fotomicrografias do tecido tumoral de mastocitoma do céo doador. A) Area apresentando
colagendlise e hemorragia. B) Presenca de eosinéfilos. C) Invasdo pelas células
neoplasicas em vaso sanguineo (A, B e C coloragdo em HE). D) Coloragdo com Azul de
Toluidina mostrando granulagdo metacromatica discreta a moderada.

5.2 CRESCIMENTO TUMORAL EM CAMUNDONGOS NUDES ATIMICOS

5.2.1 Ambiente convencional X isolamento em rack ventilada

Os animais utilizados inicialmente para manutengéo do tumor permaneceram
em ambiente convencional do biotério, em gaiolas microisoladas que, entretanto,
nao protegiam de agentes infecto-contagiosos. A mortalidade nestes animais era de
aproximadamente 50%, decorrente de debilidade progressiva resultando em 6bito do
animal em poucos dias. Estes animais apresentavam diarréia, perda de peso
progressiva, prostracdo e desidratacdo (sindrome da debilidade crdnica) (ILAR,
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1991). Alguns apresentaram abscesso retro-orbital. A suscetibilidade ao
desenvolvimento destas patologias parece ser individual, pois animais da mesma
caixa podem estar saudaveis e outros doentes. Os animais em bom estado clinico
conseguiram sobreviver por até 6 meses neste ambiente.

Em contrapartida, os animais mantidos isolados do ambiente em rack
ventilada conseguiram sobreviver normalmente por até 17 meses (animal com
crescimento negativo do tumor mantido para observacado). Nenhum destes animais
apresentou sinais da sindrome de debilidade cronica, porém alguns desenvolveram

abscesso retro-orbital.

5.2.2 Crescimento tumoral em camundongos imunodeficientes nudes

5.2.2.1 Animais inoculados por via subcutdnea

O crescimento tumoral foi avaliado até a 172 passagem. O indice geral de
implantacdo do mastocitoma canino xenotransplantado nos camundongos nudes
atimicos BALB/c nu/nu é de 83% (avaliados 112 animais, sendo 93 com crescimento
positivo).

Devido ao numero reduzido de animais utilizado durante as passagens nao foi
realizada a andlise estatistica. Considerando algumas variaveis importantes, pbde-
se observar o crescimento tumoral em relagéo a:

1. Sexo do animal: Machos e fémeas tém crescimento positivo do tumor (12
machos e 100 fémeas)

2. Idade do animal: A idade dos animais a inoculagédo variou de 5 semanas até
49 semanas, nao sendo observada diferencas quanto ao crescimento
tumoral.

3. Concentracdo de células inoculadas: A concentracdo de células variou de 6,5
x 10° a 3 x 10’ células/animal, sendo que as concentragdes menores de
células com crescimento tumoral positivo correspondem as células mantidas

em cultura por periodos de tempo prolongado (mais de 14 dias).
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4. Tempo de cultivo celular para inoculacao: O tempo de cultivo celular variou de
0 (inoculacdo no mesmo de eutandsia do camundongo doador) até 53 dias.
Animais inoculados com células mantidas por 53 dias em cultivo celular (2-3 x
10° células/animal) tiveram crescimento negativo do tumor (n=2,
acompanhados por 56 e 156 dias). Até 23 dias de cultivo celular foi possivel
obter resposta positiva ao crescimento (1 animal inoculado com 6 x 10°
célula/animal com células mantidas por 21 dias em cultura e 2 animais
inoculados com1,5-2,5 x 10° célula/animal com células mantidas por 23 dias
em cultura).

5. Tempo de aparecimento de ndédulo palpavel e crescimento do tumor: Existe
uma variagao individual no aparecimento do nédulo inicial, bem como na taxa
de crescimento tumoral. Até a décima passagem, o aparecimento do nédulo
levava cerca de 3 a 4 semanas (0,6-2 x 10" células/animal inoculadas). Ap6s
esta passagem o tumor comegou a aparecer com cerca de 7 a 10 dias (0,6 x
107 células/animal inoculadas). Alguns animais desenvolvem rapidamente o
tumor, tanto o aparecimento do nddulo inicial como na velocidade do
crescimento do tumor. As Ultimas passagens (14 em diante) mostraram um
desenvolvimento mais rapido do tumor com aparecimento de nédulo em 7 a

10 dias e volume tumoral acima de 300 mm?® em torno de 20 dias.

Alguns animais foram mantidos por alguns meses portando o tumor para
verificar a possibilidade de 6bito decorrente da progressado tumoral, entretanto os
animais permaneceram clinicamente bem. Estes animais foram eutanasiados
quando o volume tumoral atingiu um volume muito grande (maior que 4000 mm?),
sem indicios de deterioracdo clinica. Nao foram observadas metastases nestes
animais. Quando o tumor atingia volumes muito grandes, era freqiente encontrar
areas de tecido necrético e/ou hemorragico (Figura 6), apesar de verificar a

presencga da formacéo de vasos irrigando o tecido tumoral (Figura 7A).
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Figura 6 — Massa tumoral localizado na pele apresentando interior
necrotico/hemorragico

- _ i

Figura 7 — Animal inoculado no subcutaneo dorsal caudal. A e B) Observar a presenga de
vasos recrutados pelo tumor, mesmo em nddulo muito pequeno (seta azul em B)

As falhas na implantagé&o tumoral ocorreram em alguns animais, sendo alguns
destes reinoculados para verificar a possibilidade de desenvolvimento de resposta
imunolégica ao tumor. De 6 animais reinoculados (3-6 x 10° células/animal), apenas
1 ndo desenvolveu o tumor.

Alguns animais inoculados com o mastocitoma que ndo tiveram crescimento
do tumor desenvolveram linfoma apds alguns meses da inoculacéo (Figuras 8 e 9).
Estes animais apresentaram aumento generalizado de linfonodos e baco



Figura 8 — Camundongo imunodeficiente nude inoculado com células de mastocitoma
canino no SC com desenvolvimento de linfoma. O animal ndo desenvolveu
0 mastocitoma, porém desenvolveu linfoma apds meses da inoculagdo do
mastocitoma. Observe o aumento generalizado de linfonodos (seta branca)
e aumento do bago (seta vermelha).
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Figura 9 — Animal com desenvolvimento de linfoma. A) Observe aumento de bago (seta vermelha) e
linfonodo inguinal (seta branca). No canto superior direito detalhe do baco. B) Aumento
de linfonodo inguinal. C) Corte histolégico do bago mostrando células neoplasicas de
tecido linféide.

5.2.2.2 Animais inoculados por via intraperitoneal

Para checar a possibilidade de formagao de tumor ascitico, alguns animais
foram inoculados com células de mastocitoma em cavidade abdominal. Os animais
foram mantidos por periodos superiores a 2 meses. Os animais inoculados desta
forma apresentaram aumento de volume abdominal (Figura 10B), devido a
crescimento de tumor sélido (Figura 11) e ndo propriamente devido a ascite. Em
alguns animais, foi encontrado liquido ascitico hemorragico (Figura 11), contendo
células neoplasicas. O exame macroscépico dos érgaos internos revelou grande
quantidade de nédulos aderidos aos 6rgaos abdominais (Figura 12) e parede da
cavidade abdominal. Nestes animais foi possivel observar a presenca de émbolos
em figado (Figura 14) e pulmao.(Figura 15) Observou-se também invasdo da

camada muscular.
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Figura 10 — Animais inoculados com células de mastocitoma
canino. A) Inoculagdo em subcutaneo da regiao
dorsal interescapular. B) Inoculagdo em cavidade
peritoneal. Observar o aumento de volume
abdominal

} lihette i1y o ool
Figura 11 — Camundongo nude inoculado intraperitonealmente com células de
mastocitoma. Crescimento de tumor sélido em cavidade abdominal.
Observa-se grande massa tumoral (seta azul) e varios noédulos
aderidos aos 6rgaos abdominais (setas verdes). Neste animal havia
presenca de liquido ascitico contendo células neoplésicas (canto
superior direito)



Figura 12 — Camundongo nude inoculado intraperitonealmente com células de
mastocitoma. Observam-se véarios nddulos aderidos ao longo das alcas
intestinais (A), figado (B) e bacgo (C)
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5.2.3 Avaliacao histopatologica

A avaliacao histopatol6gica do tumor do cdo doador e dos animais inoculados
revela semelhancas no padrdo histolégico (comparar figuras 5 e 13). De uma
maneira geral, a analise dos tumores inoculados mostra uma formacéo neoplasica
de células redondas com arranjo homogéneo, sélido ou em corddes. Pode ser bem
delimitado, porém infiltrativa, as vezes com presenca de pseudocapsula, ou nao
possuir limites bem definidos com o tecido adjacente. H4 quantidade discreta a
moderada de vasos e discreta de fibroblastos. Existe recrutamento de eosindfilos
(Figura 13B), porém em quantidade discreta na maioria dos tumores analisados. As
células apresentam um moderado a alto pleomorfismo celular, citoplasma escasso,
nuicleo redondo, o nucléolo pode ser conspicuo ou inconspicuo. E possivel notar
também mitoses (3-5/campo de 400x), algumas atipicas. Os granulos
metacromaticos caracteristicos dos mastocitos podem ser visualizados mais
claramente com a coloracdo Azul de Toluidina, podendo-se notar quantidade
discreta a moderada de granulos intracitoplasmaticos (Figura 13D). Em alguns
tumores € possivel notar invasao de camada muscular (Figura 13C).

A andlise de 6rgaos linfoides mostrou que alguns animais apresentaram
hiperplasia em baco e linfonodos, principalmente de animais portadores de tumores
grandes (acima de 1000 mm?®), e com presenca de necrose intensa no interior do
tumor. Nestes animais, o tamanho e peso do baco estavam aumentados. Os
linfonodos de alguns animais também se apresentaram hiperplasiados.

A avaliagao histopatoldgica das massas tumorais localizados no abdome nos
animais inoculados intraperitonealmente revelou padrées muito similares ao tumor
no subcutaneo. Apesar de formar massas tumorais de dimensdes grandes, o tumor
mostrou pouca invasibilidade aos 6rgaos abdominais. Somente em um animal foi
observada a presenca de émbolos em figado e pulméao (Figuras 14 e 15) e invasao

de camada muscular.
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Figura 13 — Fotomicrografia de tecido tumoral apés inoculagdo SC em camundongos atimicos nudes.
A) Formacgéao neoplasica de células redondas com arranjo homogéneo sélido. B) Pode-se
observar presenca de eosindfilos entremeados as células neoplasicas. C) Invasdo em
tecido muscular adjacente. Coloragdo HE. D) Coloragdo com Azul de Toluidina para
evidenciagdo de granulos metacromaticos mostrando discreta a moderada granulagéo.
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Figura 14 — corte histolégico de figado em camundongo nude inoculado com mastocitoma
canino intraperitonealmente. Presenca de émbolo. Foto a direita, zoom da figura
ao lado. Azul de toluidina
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Figura 15 — corte histolégico de pulméo de camuqdongo nude inoculado intraperitonealmente
com células de mastocitoma canino. Embolo em pulméo. Foto a direita, aumento
maior da foto ao lado. Azul de Toluidina



5.2.4

Imunomarcacao para c-kit
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A imunoistoquimica para o receptor KIT do fragmento do animal doador e dos

animais inoculados mostra um padréao citoplasmatico membranar, heterogéneo, com

células bem marcadas e células com pouca ou nenhuma marcacao (Figura 16 A e

B).

Figura

16

Imunomarcagcdo para c-kit em mastocitoma.
Fragmento de tecido tumoral de animal doador
(cdo) e camundongo inoculado no sc com
mastocitoma canino. Padrdo de marcagéao
citoplasmatico-membranar. Notar a marcagéo
heterogénea das células.
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5.2.5 Imunomarcacao para PCNA

Para verificar a taxa de proliferacdo no tecido tumoral foi utilizado o marcador
de proliferagdo PCNA, que cora o nucleo das células (Figura 17). A contagem de
células positivas mostrou uma taxa de 19,86% + 5,9 (n=5).

Figura 17 — Imunomarcacado para PCNA do tecido tumoral de animal inoculado
mostra grande quantidade de células marcadas.
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5.2.6 Cultivo celular do mastocitoma canino

As células de mastocitoma em cultura apresentam-se como aglomerados de
células, células redondas em suspensdo e também em intimo contato com células
aderidas a garrafa (Figura 18 A e B). Nos primeiros dias de cultivo, ha
predominancia de células arredondadas formando grumos e algumas células
aderidas (Figura 18A). Ao longo do cultivo, hd um aumento progressivo de células
aderindo a superficie da garrafa (Figura 18B). As células que se aderem a garrafa
séo fortemente aderentes, dificultando a dissociagdo enzimatica com tripsina. Apés a
tripsinizacdo, varias células permanecem aderidas a garrafa. Esta caracteristica
parece ser particular destas células e ndo por permanecer um periodo prolongado
na garrafa de cultura sem passar pelo processo de tripsinizacao, ja que estas células
com um ou dois dias de cultura também sdo resistentes a tripsinizagdo. A
manutengao da cultura por longo periodo de tempo mostra diminuicdo das células
redondas e crescimento de células aderentes. Estas células aderentes foram
incapazes de formar tumor quando inoculados em camundondos imunodeficientes

nudes.
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Figura 18 — Fotomicrografia de cultivo celular de mastocitoma. A) Células apds 2 dias de cultivo. B)
Células ap6s 9 dias de cultivo.
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5.2.6.1 Coloragcdo com azul de toluidina

Logo apés a retirada e processamento do tumor, mais de 95% das células
sdo marcadas positivamente com o azul de toluidina. A populacdo de células é
bastante heterogénea, com células de diversos tamanhos e com granulacao
variando de bem granulares a discreta ou ausente granulacao. O acompanhamento
do cultivo revela perda de granulacdo dos mastécitos com o passar dos dias. Nos
primeiros dias de cultura, ha células que sdo fortemente coradas e é possivel
observar que a granulagdo ocupa grande proporcdao do citoplasma celular (Figura
19A). A intensidade da coloracao dos granulos ao longo dos dias vai diminuindo, e a
granulacado ocupando uma area mais restrita da célula (Figuras 19B, C e D). Pode-
se notar um aumento de células aderidas, inclusive algumas com presenca de
granulos, e diminuicdo do numero das células redondas em suspensao. O cultivo
prolongado destas células (superior a 1 més) sem suplementacao adicional leva a
uma perda gradativa das células redondas, ficando a cultura quase que

exclusivamente de células aderentes, provavelmente fibroblastos.
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Figura 19 — Células de mastocitoma em cultura coradas com Azul de Toluidina. A) Grénulos em
mastécito ocupando boa proporgdo do citoplasma. 1 dia de cultura. B) Observar o
padrdo de marcacgao dos granulos citoplasmaticos das células de mastocitoma. Notar a
heterogeneidade no tamanho das células. 8 dias de cultura. C) Células com 10 dias de
cultura. Observe que algumas células possuem pouca ou nenhuma granulagdo. D)
Células com 22 dias de cultura. Observar a perda de granulagdo das células. (G)
granulos, (N) ndcleo.
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5.2.7 Senescéncia celular

Células senescentes nao entram mais no ciclo celular, parando de se
proliferar. Para avaliar a possibilidade das células estarem em senescéncia, foi
utilizado um método para identificar as células senescentes. A metodologia identifica
um marcador bioquimico de células senescentes, a atividade B-galactosidase. Este
método marca as células senescentes em tom azulado. Pode-se observar marcagao
de algumas células apdés um e dois meses de cultura, principalmente das células
aderidas, indicando que poucas células estdo em senescéncia apos este periodo de
cultivo celular (Figura 20). E possivel notar a diminuicdo nas células redondas em

suspensao restando somente células aderentes (Figura 20B).



Figura 20 — Marcagao para senescéncia celular. A) Células mantidas em cultura por um més.
Células mantidas em cultura por dois meses.

5.3 ESTUDOS IN VITRO
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Em teste prévio com as células de mastocitoma em cultura, foram testados a
epigalocatequina galato (EGCG) e extrato butandlico de Pfaffia paniculata (RBPP)
utilizando o ensaio MTT. As células foram tratadas por 48h com diferentes
concentragdes dos compostos O teste mostra reducao significativa, de maneira
dose-dependente, no crescimento das células com as dosagens de 500 e 1000ug/ml
de EB (p<0,001), e aumento com a concentragdo de 200 pg/ml de EGCG (Gréfico
1).

A seguir foram realizados estudos mais aprofundados com tricostatina (TSA),

e extrato butandlico da P.paniculata (RBPP)

48h
150+
controle
*2 EGCG 10pg/mi
dE> 1004 —_ EGCG 100uw/ml
k7] Il EGCG 200w/ml
g == RBPP 100ug/ml
O 50 I RBPP 500ug/ml
2 RBPP 1000ug/ml

NN

EGCG100 EGCG200 EB100 EB500 EB1000

controle EGCG10
tratamento

Gréfico 1 — Crescimento das células de mastocitoma canino em cultura apds 48h de
tratamento com diferentes concentracées de epigalocatequina galato (EGCG) e

residuo butandlico de Pfaffia paniculata (RBPP). *** p<0,001
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5.3.1 Teste de viabilidade com Azul de Tripan e Coloracao com Larranja de
Acridina/Brometo de Etidio

A avaliacdo de viabilidade por exclusdo do corante vital azul de tripan mostra
uma reducado do numero de células com os tratamentos de 100, 200 e 400 nM de
TSA (P<0.0001), e ao longo do tempo (P<0.0001) (Grafico 2). No tempo de 24
horas, ha uma reducao na faixa de 32 a 37%. Apo6s 48h de tratamento, a reducgao
chega a 79%, observada com a dose de 200 nM. No tempo de 72 horas, a reducao
do numero de células chega a 96%. Nao houve diferenca, entretanto, na contagem
do numero de células mortas entre os grupos tratados e o grupo controle
(P=0,0572), e em relacao ao tempo (P=0,1820). Apesar do pequeno numero de
células mortas (coradas em azul), po6de-se observar a presenca de grande
quantidade de debris celulares nos grupos tratados com TSA. Usando o corante vital
laranja de acridina/brometo de etidio foi possivel verificar a presenca de grande
quantidade de células fragmentadas com integridade de membrana (corpos
apoptéticos) coradas em verde (Figura 21C e 21D).

O teste com extrato de P.paniculata mostra reducao significativa nos tempos
de 24, 48 e 72h (p=0,0033) com todas as concentragdes testadas (100, 500 e 1000
ug/ml) (p<0,0001), e aumento do numero de células mortas com a concentragao de
1000 pg/ml nos tempos testados (Gréfico 3).

A coloracdo com laranja de acridina/brometo de etidio mostra que as células
tratadas com RBPP tém alteracbes morfologicas, onde se pode observar
vacuolizacao citoplasmatica (Figura 21E, 21F, 22B e 22D). Algumas células exibem
alteracoes morfolégicas condizentes com a apoptose, onde pode-se notar a
condensacao e fragmentacao nuclear (Figura 22D).
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Gréfico 2 — Viabilidade celular avaliada com Azul de Tripan. As células de mastocitoma foram

tratadas com diferentes concentracées de tricostatina A durante 24, 48 ou 72h. **
p<0,01, *** p<0,001
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Gréfico 3 — Viabilidade celular com Azul de Tripan. As células de mastocitoma foram tratadas com
diferentes concentragdes de extrato butandlico de P.paniculata durante 24, 48 ou 72h.
** p<0,01, *** p<0,001
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TSA 48h TSA 72h

EBPP48h EBPP 72h

* ®»

Figura 21 — Coloragcéao com laranja de acridina/brometo de etidio. Controle 48h (A) e controle 72h (B).
C e D) Células de mastocitoma canino tratadas com TSA 100 nM. Notar células com
integridade de membrana (em verde), porém em processo de morte celular (apoptose).
Observar redugdo em numero de células e presenca de debris celulares. E e F). Células
de mastocitoma canino tratadas com 1000 pg/ml de RBPP por 48h (E) ou 72h (F). As
células exibem alterag6es morfologicas.
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EBPP48h

L2

...

EBPP 72h

Figura 22 — Coloracdo com laranja de acridina/orometo de etidio. A e C) Controle 48h e 72h,
respectivamente. B) Células de mastocitoma canino tratadas com 1000ug/ml de
RBPP por 48h. Notar vacuolizagdo das células. D) Células de mastocitoma canino
tratadas com 1000pg/ml de RBPP por 72h. Observar alteragdo nuclear (condensagéao
e fragmentacao nuclear) compativel com processo apoptotico.
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5.3.2 Ensaio MTT

O ensaio colorimétrico do MTT foi realizado para determinar uma curva de
crescimento com doses mais baixas de TSA e outra curva para RBPP nos tempos
de 3, 24, 48 e 72h.

Para verificar uma dose menor de TSA, foram testadas as concentragdes de
1, 10 e 100 nM. O ensaio do MTT mostrou redugdo crescente na leitura da
densidade Optica ao longo dos tempos estatisticamente significativa (P<0.0001) nas
células tratadas com 100 nM de TSA (Grafico 4). Com 10 nM foi possivel observar
reducao somente com 72 horas de tratamento. A dosagem de 1 nM mostra redugao
no tempo de 3 horas (P<0,01), porém um aumento de 16,5% da leitura em 48 horas
(P<0,0001).

Ja no tratamento com RBPP, a reducéo acontece somente com a dose maior
de RBPP (1000 pg/ml) nos tempos de 24, 48 e 72h. O tempo de 72h alcanga uma
reducao de 40%. As doses menores parecem estimular o crescimento das células
chegando a 43,7% o aumento sobre o controle (p<0,001). Os dados estao
representados no grafico 5.

1751
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Gréfico 4- Curva de crescimento avaliado pelo ensaio do MTT. As células de mastocitoma
canino foram tratadas com concentragdes diferentes de TSA por 3, 24, 48 e 72h.
** p<0,01, *** p<0,001
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Gréfico 5 — Curva de crescimento avaliado pelo ensaio do MTT. As células de
mastocitoma canino foram tratadas com concentracdes diferentes de
RBPP por 3, 24, 48 e 72h. ** p<0,01, *** p<0,001

5.3.3 Analise do ciclo celular

Para verificar a possibilidade de interferéncia do tratamento com TSA no ciclo
celular, foi realizada a mensuragdo da quantidade de DNA nas células de
mastocitoma tratadas com a dosagem de 100 nM de TSA. Os resultados sao
apresentados no grafico 6. A andlise das fases do ciclo mostra um aumento
progressivo de células em sub-G1, ou seja, aumento na proporcao de células mortas
a partir de 48h (6,2% em 24h, 21,4% em 48h e 85,4% em 72h). Na fase G1, houve
diminuicdo da proporcdo de células tratadas a partir de 48h (65,2% vs controle
80,9%), com significancia estatistica (P<0,001), aumentando a diferenca com 72h
(7,4% vs controle 78,8%) (P<0,001). Na fase S nao foi encontrada diferenca
significativa no tratamento (P=0,1505), e a acdo do tempo (P=0,5090). A fase G2
apresentou diferenga somente no tempo de 72h (2,6% vs controle 8,7%) (P<0,0001).

A avaliacdo do tratamento com RBPP sobre o ciclo das células de
mastocitoma, observada pelo grafico 7, revela aumento de morte celular (sub-G1)
nos tempos de 48 (p<0,001) e 72h (p<0,01) com a maior concentragao (1000ug/ml).
A fase G1 mostra reducdo nos tempos de 48 e 72h (p<0,001) na maior
concentracéo. A fase S mostra uma propor¢do aumentada nas células tratadas com
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a maior concentracao (21,4% vs controle 9,25% em 48h e 18,1% vs controle 9,6%)
com significancia estatistica (p<0,001 para 48h e p<0,01 para 72h). A fase G2 revela
diminuicdo no tempo de 72h no tratamento com a maior concentragao (p<0,01). Os

resultados estao representados no grafico 7.
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Grafico 6 — Fases do ciclo celular analisados por citometria de fluxo. As células de mastocitoma
foram tratadas com 100 nM de tricostatina A por 24, 48 e 72h. ***P<0,001
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Gréfico 7 — Fases do ciclo celular analisados por citometria de fluxo. As células de mastocitoma
foram tratadas com RBPP por 24, 48 e 72h. ** p<0,01, *** p<0,001

86




87

54 ESTUDOS IN VIVO

Apbés o0s ensaios in vitro, foram realizados testes em animais
xenotransplantados com o mastocitoma canino. Para isso, apds os animais serem
inoculados com as células neoplasicas, foram iniciados os tratamentos com TSA e

RBPP quando o tumor atingiu volume superior a 100 mm?®.

5.4.1 Tratamento in vivo com TSA

O tratamento com TSA consistiu de aplicacao intraperitoneal (0,5mg/kg) por 7
dias e 7 dias consecutivos sem tratamento. No grafico abaixo (Grafico 8) € mostrada
a evolucdo do crescimento tumoral em doze pontos (14 dias ao total). Pode-se
observar que nao ha diferenca com o grupo controle (p=0,6219). Nao foram
observadas alteragdes clinicas nos animais tratados. O exame histopatolégico do
tumor e 6rgaos internos nao revelou diferencas quanto ao grupo controle, e é
bastante similar a descricdo feita anteriormente para os tumores inoculados no
subcutaneo.

De uma maneira geral ha proliferacdo de células redondas em arranjo
homogéneo, alto pleomorfismo, citoplasma escasso, rara granulacdo, moderada
atividade mitética, figuras de mitose atipicas, e extensas areas necréticas. Alguns
animais também apresentaram hiperplasia de linfonodos e baco.

Para testar uma concentracdo maior localmente, foi feito um tratamento
intratumoral com TSA (2mg/kg) com um pequeno numero de animais. Os animais
nao tiveram alteracdes clinicas. A evolugédo do crescimento tumoral de cada animal
€ mostrada abaixo no grafico 9. O exame histopatolégico ndo revelou diferencas
entre os animais tratados com TSA e os controles. A seguir a descricao geral dos
tecidos tumorais: proliferacdo de células redondas em arranjo homogéneo,
moderado a alto pleomorfismo, citoplasma escasso, rara granulacdo, moderada

atividade mitética, figuras de mitose atipicas e areas de necrose.
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Gréfico 8 — Evolugao do crescimento tumoral nos animais xenotransplantados com
mastocitoma canino do tratamento com TSA (0,5mg/kg) intraperitonealmente.
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Grafico 9 — Evolugdo do crescimento tumoral de animais xenotransplantados com

mastocitoma canino tratados com 10 aplica¢cdes de TSA (2mg/kg) intratumoral.
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5.4.2 Tratamento in vivo com residuo butandlico de Pfaffia paniculata

O grafico 10 mostra a evolucdo do crescimento tumoral de animais
xenotransplantados com mastocitoma canino tratado com 1,5mg/animal de RBPP
via intratumoral. Pode-se notar que os animais tratados com RBPP tém um
crescimento menor do tumor, em relagdo ao grupo controle. Esta diferenca é
estatisticamente significativa (p<0,0001). A avaliagdo histopatolégica néo
demonstrou diferencas histolégicas entre os grupos. A descricdo permanece
semelhante ao tumor original: proliferacdo de células redondas com alto
pleomorfismo, discreta granulacao, citoplasma escasso, moderada atividade mitética
com mitoses atipicas. Em alguns animais puderam-se observar areas de
colagendlise e na maioria dos animais houve extensas areas de necrose. Estes

animais apresentaram hiperplasia de baco e linfonodos.
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Grafico 10 — Evolugédo do crescimento tumoral de animais xenotransplantados com
mastocitoma canino tratados RBPP (1,5mg/animal) intratumoral.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo estabelecer omodelo transplantavel de
mastocitoma canino em camundongos imunodeficientes para estudo de substancias
potencialmente antineoplasicas. Consideramos importante que estes estudos sejam
feitos em medicina veterinaria para que novos medicamentos antineoplasicos
possam ser descobertos e previamente testados antes de serem utilizados nas
espécies animais e neoplasias para os quais sdo destinados. Face a sua alta
prevaléncia, agressividade e escassez de tratamentos efetivos com custo acessivel,
escolhemos 0 mastocitoma canino como neoplasia prioritaria para a realizagao deste

estudo.

6.1 ESTABELECIMENTO DO MODELO XENOTRANSPLANTAVEL EM CAMUNDOGOS NUDES
ATIMICOS

Os camundongos atimicos nudes, pela sua deficiéncia em linfécitos T, séo
bastante suscetiveis a agentes infecciosos, desenvolvendo com facilidade patologias
que se apresentam de maneira subclinica em animais imunocompetentes. Pudemos
observar a importancia do isolamento ambiental para estes animais na saude clinica
e tempo de sobrevida. Os animais imunodeficientes mantidos em sala convencional,
em meio a outros animais imunocompetentes, tiveram uma mortalidade ao redor de
50%. O risco de se manter tumores nestes animais nestas condicbes & muito
elevado. Muitos destes animais desenvolveram a sindrome debilitante acarretando
em O6bito precoce. O virus da hepatite murina é um virus de alta prevaléncia nas
colénias de roedores do biotério, de forma enzodtica, e é de importancia na pesquisa
cientifica pela interferéncia que pode causar nos resultados de experimentos
(Committee on Care and Use of The "Nude" Mouse, 1976). Em animais
imunocomprometidos e animais muito jovens (recém nascidos) pode causar doenga
clinica e alta mortalidade. Existem diversas cepas de virus com tropismos diferentes
(cepas politropicas e cepas enterotrdpicas) desencadeando sintomas diferentes. Nos

animais imunodeficientes pode causar a sindrome debilitante, caracterizada por um
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comprometimento severo do estado clinico, emaciacao, diarréia (forma entérica) e
morte. E um virus extremamente contagioso, que pode ser transmitido via aerossol,
contato direto ou fémites (Committee on Care and Use of The "Nude" Mouse, 1976;
BAKER, 1998). Este virus estd associado a diversas implicagbes na pesquisa
cientifica. Em particular, na area oncoldgica, este virus pode ser propagado pela
contaminacdao de tumores transplantaveis, alterar o padrdo de invasao tumoral,
interferir nos intervalos de passagem tumoral, induzir regressdao espontanea ou
oncdlise em tumores normalmente estaveis, induzir rejeicdo a xenotransplantes
humanos e alterar a resposta a carcinégenos quimicos (Committee on Care and Use
of The "Nude" Mouse, 1976; Gv-Solas, 1999). Animais imunodeficientes mantidos
em condigdes livre de patdégenos podem viver normalmente, por 2 anos ou até mais
(Committee on Care and Use of The "Nude" Mouse, 1976). Desta forma, é
imprescindivel manter estes animais em isolamento garantindo confiabilidade nos
resultados dos experimentos.

Desde a descoberta do camundongo atimico em 1966 por (Flanagan, 1966) e
O sucesso na realizacdo de xenotransplantes nestes animais, o0os modelos
xenotransplantaveis de tumor ganharam importancia nas pesquisas oncolégicas. Em
um levantamento feito por( VOSKOGLOU-NOMIKOS; PATER; SEYMOUR, 2003),
0s pesquisadores observaram um melhor valor preditivo para testes in vitro com
linhagens celulares e tumores xenotransplantados, e nenhum valor preditivo nos
modelos murinos de alotransplantes.

Este trabalho visou o estabelecimento de modelo xenotransplantavel de
mastocitoma canino, um dos tumores de pele que mais acometem os caes, para
testes de substancias com potencial antineoplasico. O estabelecimento de um
modelo de xenotransplante de bidpsia ou resseccdo cirdrgica pode ser
consideravelmente demorado e dispendioso. Porém, é um modelo que mantém
melhor as caracteristicas originais do tumor e fornece um melhor valor preditivo em
relacdo aos modelos xenotransplantaveis de cultivo celular (RUBIO-VIQUEIRA E
HIDALGO, 2009).

Inicialmente, o tumor nos animais inoculados demorava de 3 a 4 semanas
para aparecimento de nédulo palpavel e cerca de 60 dias para o tumor atingir um
volume de 500 mm?®. Com o aumento do nimero das passagens, o tumor passou a
crescer mais rapido, com aparecimento de 7 a 10 dias e volume tumoral de 1000

mm?® em 60 dias. A passagem sucessiva nos camundongos e a passagem pelo
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cultivo celular podem ter modificado o comportamento inicial do tumor, levando a
certa selecao de clones. Apesar de o tumor crescer mais rapido, ainda pode ser
observado animais com o crescimento mais lento. A avaliacdo histopatolégica
durante as passagens mostra os mesmos padrdes histoldégicos, sendo muito
similares entre si. A falha na implantacdo tumoral s6 ocorreu apdés a décima
passagem quando 7 animais de 8 inoculados tiveram crescimento negativo. Estes
animais nao entraram na estatistica geral. Este fato foi isolado e neste caso deve ter
ocorrido falha na técnica. Da passagem 12 em diante aconteceram algumas falhas
na implantagéo, e isto pode ter ocorrido em decorréncia da diminui¢do no numero de
células inoculadas. Nas passagens iniciais, foram inoculadas cerca de 1-2 x 10’
células/animal. Nas passagens seguintes, o nimero de células variou de 6,5 x 10° a
1 x 10”. As concentracdes, menores de células com crescimento positivo foram as
que permaneceram em cultura por mais tempo (21-23 dias). Este ndo é o
recomendado, pois se pressupde que células mantidas em cultivo estdo em um
ambiente mais favoravel tendo menor pressdao de selecdo (ou selecionando as
células mais aptas para o cultivo celular), tornando-se mais fragil ao retornar para o
animal (CORBETT et al., 2002). O fato de obter crescimento positivo com inéculo tao
baixo quando comparado ao inéculo utilizado inicialmente (10° vs 107), pode ser
explicado pela viabilidade celular conseguida com as células em cultura, eliminando
células as danificadas pelo processo mecanico e as que ja estariam em processo de
morte celular.

Um fator que poderia estar interferindo talvez seja o tipo de processamento do
tumor. Neste trabalho, as células foram desagregadas mecanicamente e/ou
enzimaticamente, que pode ter contribuido para a perda de viabilidade devido ao
excesso de manipulacdo. Alguns protocolos trabalham com implantacdo de
pequenos fragmentos de tumor (explantes) implantados no subcutaneo dos animais
com auxilio de um trocater ou pequena incisdo na pele (MORTON; HOUGHTON,
2007; Jin et al., 2010). Este método permite que toda a estrutura do tecido seja
mantida, enquanto a suspensdo celular ainda que possua todos os constituintes
celulares, ndo apresenta mais o estroma do tumor. A desvantagem deste método é
que nao é possivel determinar a quantidade de células implantada no animal.
Testamos este método no inicio das passagens, porém optamos pela inoculacdo de
células por ser mais rapido o aparecimento do nédulo inicial. A obtencdo de um

modelo xenotransplantavel nao é um processo simples e rapido. A taxa de sucesso
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(33%) obtida pelo grupo de (BURGER; FIEBIG, 2002) na Universidade de Freiburg,
Alemanha, é alto quando comparado a de seus colegas da Universidade da
California, EUA (8%). De 1600 tumores iniciais, 1227 tiveram crescimento positivo no
subcutaneo de camundongos atimicos nudes, 499 com crescimento rapido (mais de
8 mm depois de 90 dias), e destes, 400 com caracteristica xenotransplantavel
estavel.

O crescimento tumoral nos animais parece ter um componente individual, ja
que a taxa de crescimento pode variar bastante entre individuos inoculados no
mesmo momento com a mesma quantidade de células. Nao se pode descartar o
papel imunoldgico, pois € mais facil obter crescimento em camundongos SCID
(Severe Combined Immunodeficiency), o qual possui um comprometimento no
desenvolvimento dos linfocitos T e B. Camundongos atimicos nudes e SCID
xenotransplantados com linhagens de células apresentam respostas diferentes a
implanta¢do tumoral. O camundongo SCID consegue desenvolver tumor em 100%
dos animais inoculados enquanto a taxa no camundongo atimico nude é variavel de
acordo com a linhagem tumoral (Corbett et al., 2002). Um trabalho cita o
aparecimento de um subconjunto de linfécitos T e sua maturacdo em sitios extra-
timicos, como o bago e linfonodos, em funcdo da idade do animal (KENNEDY;
PIERCE; LAKE, 1992). Outro trabalho descreve a ontogenia do linfécitos T em
camundongos atimicos e eutimicos. No camundongo atimico, a linfopoiese ocorre
principalmente em linfonodos mesentérico, e em menor extensdo nas placas de
Peyer. O tipo de linfocito gerado nestes locais extratimicos da origem principalmente
aos linfécitos intraepitelais (IEL — intraepithelial lymphocyte), normalmente sendo do
tipo Tyo™, sendo escasso o tipo TaB* (Guy-Grand et al., 2003).

Outro fator que pode interferir na taxa de implantagdo é a rota e quantidade
de células inoculadas (Corbett et al., 2002). Algumas falhas na implantagédo ocorrem
provavelmente devido a falta de estimulo adequado, por exemplo, tumores
dependentes de hormonios crescerdo com maior eficiéncia em animais do mesmo
sexo ou suplementados periodicamente com horménios (FIEBIG; BURGER, 2002).

Mesmo o camundongo atimico nude sendo imunodeficiente, ele é capaz de
responder imunologicamente com aumento de linfécitos T e B apds estimulo
antigénico (BEATTIE et al., 1981). O aumento de baco e linfonodos observados nos
animais inoculados devem refletir uma reagéo do hospedeiro ao tumor. E necessario

levar em consideracdo que muitos dos tumores estavam grandes (maior que 2000
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mm?®) e apresentavam necrose interna. Justamente estes animais que tinham
necrose apresentavam aumento de baco e linfonodos regionais (axilar e braquial).

O aparecimento de linfoma em camundongos atimicos nudes é descrito na
literatura (SHARKEY; FOGH, 1979) e parece estar relacionado a estimulacao
antigénica cronica (BAIRD et al, 1982). Baird e colegas (1982) estimularam
antigenicamente camundongos atimicos nudes da linhagem BALB/c com oxiurideos
e tumores xenotransplantaveis humanos. Os animais desenvolveram alteracao
linfoproliferativa de bago e linfonodos muito similares entre si. A constituigao celular
do linfoma revela uma mistura de células nulas, células B e células T. A incidéncia
de linfoma nos animais que sobreviveram tempo suficiente foi de 56% no grupo que
recebeu oxiuros e 63% nos animais xenotransplantados, enquanto ndao houve casos
em animais no grupo controle. Nestes animais, os pesquisadores observaram uma
grande quantidade da glicoproteina gp70 do virus da leucemia murina (MuLV)
liberada no sangue antes do desenvolvimento do linfoma, porém n&o conseguiram
detectar o virus inteiro (BAIRD et al., 1982). As glicoproteinas gp70 constituem as
principais glicoproteinas do envelope viral dos virus da leucemia murina (MuLV) e
sao expressas nos tecidos murinos normais e transformados, bem como nos MuLV.
Estas moléculas podem ser constitutivamente expressas nos tecidos murinos sem a
producéo evidente de virus (BUTLER; DEL VILLANO, 1984). Os xenotransplantes
sao capazes de amplificar a producado desta glicoproteina nos camundongos
atimicos, e foram encontrados nas proprias células do tumor. O genoma do MuLV,
ou parte dele é capaz de se replicar nas células tumorais humanas (BEATTIE et al.,
1983). Esta pode ser a explicagdo para o aparecimento do linfoma em camundongos
inoculados com tumor, que tiveram crescimento negativo e sobreviveram tempo

suficiente para desenvolver o linfoma.

6.2 CULTIVO CELULAR DO MASTOCITOMA

O cultivo do mastocitoma canino mostra que ele é capaz de permanecer
viavel em cultura, sendo possivel realizar experimentos de curta duragdo, porém é
incapaz de permanecer por periodos prolongados em cultivo continuo. Pode se

observar a diminuigdo progressiva das células redondas em suspensao, e aumento
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progressivo das células aderidas. Pode-se notar também diminuicdo na granulacao
dos mastdcitos quando cultivados por periodos prolongados. Mesmo considerando a
heterogeneidade deste tumor, com células de variados tamanhos, e granulacao
moderada a discreta, a coloracao com Azul de Toluidina mostra células com reducao
da area de granulacao e algumas sem marcacao. Pode se pensar que algum tipo de
selecdo possa estar ocorrendo, porém o mais provavel € que estas células estejam
morrendo por falta de estimulos adequados (fatores de crescimento como o SCF,
matriz extracelular), pois ha redugéo visivel do nimero quando estas células sdo
mantidas em cultura por muito tempo. O cultivo de células tumorais exibe as
mesmas dificuldades de um cultivo de células especializadas normais e requer
muitas vezes meios seletivos para promover o crescimento da populacédo desejada e
nao das células normais (FRESHNEY, 2005).

Muitas vezes um tumor que cresce muito bem em um animal falha em crescer
in vitro e vice-versa. A dificuldade de células de um cultivo primario em progredir em
cultura pode ser decorrente de aberracdes genéticas, diferenciagdo terminal, ou
insuficiéncia nutricional. Algumas vantagens do subcultivo da cultura primaria
incluem a sua amplificacdo, armazenamento criopreservada por tempo indefinido,
possibilidade de replicagdo e conducdo de varios tipos de experimentos. As
desvantagens incluem a evolugéao para um fenétipo além do tumor original devido a
instabilidade genética inerente as células e adaptagao seletiva da linhagem celular
ao ambiente de cultivo. A dificuldade quando se trabalha com tumores esta na
variabilidade encontrada na populagdo tumoral com diferentes requerimentos para
as ceélulas, como fatores de crescimento, necessidade de matriz extracelular, e
contato com outros tipos celulares (FRESHNEY, 2005).

As células de mastécito normais cultivadas in vitro geralmente séao
suplementadas com fatores de crescimento como Stem Cell Factor (SCF), o ligante
do c-kit, e interleucinas. O SCF tem importante papel na maturacdo, migracéo,
degranulacao, supressao de apoptose e adeséo a fibronectina (Webster, Kiupel et
al., 2004). O cultivo de mastocitos normais in vitro pode ser conseguido de sangue
periférico, medula éssea, corddao umbilical e figado de feto a partir de células
progenitoras. Para isto, € necessario a suplementacdo com fatores de crescimento
como SCF e citocinas (Interleucinas 3 e 6) (KIRSHENBAUM; METCALFE, 2006). O
estabelecimento de linhagens de mastocitoma canino estavel ja foi conseguido
(WILLIAMS, LARSON PHILLIPS, 1959; LAZARUS et al., 1986; ISHIGURO et al.,
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2001) e mostram células com capacidade proliferativa em cultura sem adicao de
suplementacao. Algumas destas linhagens apresentam padrao fibroblastéide.

Um dos problemas encontrados quando se faz o cultivo primario € separar a
populacdo de células desejada do restante presente no tecido de origem.
Fibroblastos sdo contaminantes muito comuns em cultivos primarios, e por
proliferarem muito bem em cultura, podem acabar substituindo a populacdo de
interesse. O que parece estar acontecendo no cultivo do mastocitoma sao dois
eventos distintos: adesao, perda da granulacao e morte de mastécitos e proliferacdo
de fibroblastos é a morte celular dos mastocitos, que comegam a aderir a garrafa,

As células ndo parecem entrar em senescéncia, jA que poucas células
redondas marcaram positivamente. O que pode ser observado é realmente uma
diminuicdo do numero de células. A senescéncia celular € um processo normal de
envelhecimento que ocorre nas células, que se replicam até determinado momento e
depois param definitivamente de entrar no ciclo celular. Estas células podem ser
identificadas por um biomarcador, a B-galactosidase que se acumula em células
senescentes, mas ndo em células pré-senescentes, células quiescentes,

terminalmente diferenciadas e células imortalizadas. (DIMRI et al., 1995)

6.3 ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO COM SUBSTANCIAS POTENCIALMENTE
ANTINEOPLASICAS

O teste com a epigalocatequina galato (EGCG) nao demonstrou atividade
inibitéria nas células de mastocitoma canino tratadas em cultura. Apesar de a
literatura apresentar varios trabalhos mostrando efeitos antitumorais in vitro (VALCIC
et al., 1996; AHMAD et al., 1997; MITTAL et al., 2004; KOK et al., 2008) e in vivo
(BALIGA, MELETH KATIYAR, 2005; HARPER et al., 2007; MILLIGAN, et al., 2009)
o tratamento com a EGCG nas doses baseadas na literatura, menor que 100ug/mi
(AHMAD et al., 1997; LUNG et al., 2002), ndo mostraram efeitos inibitorios, sendo
conseguido com uma dosagem de 400ug/ml (ver grafico no Apéndice A). Por este
motivo ndo foram feitos outros testes com a EGCG, sendo testados somente a
tricostatina A (TSA) e o residuo butanélico da P.paniculata.
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A tricostatina A é um poderoso inibidor de histona deacetilase (YOSHIDA et
al., 1990), cujos efeitos se refletem na inibicdo de proliferacdo celular e indugcao de
morte por apoptose (MEDINA et al., 1997).

Os resultados apresentados no presente trabalho mostram reducdo do
namero de células de mastocitoma ao longo do tempo quando tratadas com 100 nM
de TSA. O alto valor na viabilidade de células tratadas com a TSA é decorrente do
tipo de morte celular ocorrida, pois células apoptéticas conseguem manter
integridade de membrana durante o processo apoptédtico, ndo permitindo a
passagem do corante para o interior da célula (ANDRADE et al., 2010). Isso pdde
ser observado com a coloragéo laranja de acridina/brometo de etidio (fig 2), onde
pode-se observar a fragmentacao celular em coloracao esverdeada (células mortas
coram-se em vermelho).

Varios trabalhos relatam a inibicdo de proliferacdo de células tumorais e
inducdo de morte com efeitos menos intensos sobre células normais. Wetzel et al.
(2005) verificaram aumento na expressao de p21WAF1 em células de glioma e
atividade caspase-3. Hong et al. (2009) demonstraram a reducdo da expressao de
genes associados a proliferacdo e genes anti-apoptoticos. Neste estudo, células
MOLT-4 foram tratadas com TSA, tendo reducdo da expressdo de STAT-5A em
80,4% e 77,3% em MYC, com poucos efeitos citotéxicos em células mononucleares
do sangue. Mukhopadhyay et al. (2006) mostraram que o tratamento de células
tumorais de pulmao com TSA induz parada no ciclo celular e aumenta o niumero de
células mortas, enquanto células normais geralmente param de ciclar.

Neste trabalho nao foi verificada a alteracao no ciclo das células tratadas,
ficando evidente a morte celular ocorrida pelo aumento de sub G1 (hipodiploides), e
reducao de células em G0/G1 e G2/M.

Outra droga semelhante a tricostatina, a AR-42, também inibidora de histona
deacetilase foi utilizada em linhagens de mastocitoma canino e murino com diversos
tipos de mutagdes em c-kit. Este estudo demonstrou a diminuigdo da expressdo do
receptor Kit, via inibicdo na transcricdo de c-kit (LIN et al., 2010). Estudos recentes
tém mostrado uma relacao entre o receptor Kit e o desenvolvimento desta neoplasia.
O proto-oncogene c-kit codifica para o receptor transmembranico Kit. Este € um
receptor tirosina-quinase cujo ligante natural é o fator de células-tronco (stem cell
factor — SCF) (LENNARTSSON et al., 2005). Quando o SCF se liga ao receptor Kit,
ocorre a ativacao da atividade tirosina-quinase intrinseca e consequente indugédo da
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cascata de transducdo de sinais, responsavel pela proliferagdo, maturacao,
migracao, degranulacdo, supressao de apoptose e adesédo a fibronectina (Kiupel et
al., 2004). A sinalizacao via Kit é importante para manutencdo da viabilidade e
inibicao de apoptose dos mastécitos.

Existem poucos estudos dos efeitos da tricostatina A em mastocitomas. Um
trabalho realizado com a linhagem de mastocitoma murino P815 demonstrou que a
perda de viabilidade celular decorre de morte por apoptose, observada pela
fragmentacdo de DNA, aumento de caspase-3, clivagem da enzima polimerase poli-
ADP- ribose (PARP) e aumento de células hipodipléides. Neste estudo, eles
concluiram que a morte por apoptose induzida pela TSA é dependente de acetilacdo
de histona e ocorre por via mitocondrial (Yee, Kim et al., 2004)(Yee et al., 2004). Os
resultados obtidos neste trabalho sdo condizentes com a literatura, e mostram a
suscetibilidade in vitro das células de mastocitoma canino ao TSA.

Apesar dos resultados obtidos in vitro, o tratamento in vivo ndo produziu
efeitos inibitérios sobre o crescimento do tumor. A TSA parece ter melhores efeitos
quando associado a outras drogas (TOUMA et al., 2005; CANTOR et al., 2007;
DONADELLI et al, 2007). Quando associado a 5-aza-2-deoxicitidina (AZA)
(CANTOR et al., 2007), acido retindico (TOUMA et al., 2005) ou gemtamicina
(DONADELLI et al., 2007), o TSA potencializa a acao destas drogas, reduzindo
consideravelmente o crescimento tumoral. A TSA sozinho parece nao ter efeito
inibitério satisfatorio. Entretanto, em estudo realizado por Vigushin et al. (2001), o
tratamento de ratas com tumor mamario induzido por N-metil-N-nitrosourea teve
reducao de crescimento quando tratadas com 0,5 mg/kg de TSA.

A dosagem de TSA utilizada no presente estudo (0,5 mg/kg) nao foi capaz de
inibir o crescimento do tumor. Para testar uma dose concentragdo maior de TSA
localmente, foi feito o tratamento com 2 mg/kg (equivalente a 40 pg/animal)
intratumoral em alguns animais. Novamente, o tratamento ndo mostrou efeitos
inibitérios. A maioria dos estudos em tumores realizados com TSA descritos na
literatura foi feito in vitro mostrando efeitos sobre o ciclo celular, morte celular, e
invasdo (HENDERSON et al., 2003; WETZEL et al., 2005; MUKHOPADHYAY et al.,
2006; WU; STARZINSKI-POWITZ; GUO; 2007; HONG et al., 2009). O sistema in
vivo € muito mais complexo que o sistema in vitro, porque no cultivo celular a
concentragao da substancia é constante, bem distribuida e ndo ha a metabolizagao

gue ocorre nos sistemas de um organismo complexo.
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Um estudo realizado por Sanderson et al. (2004) mostra que a concentracao
plasmatica de TSA decai rapidamente em menos de 10 minutos. Uma dosagem alta
de 80 mg/kg de TSA aplicada intraperitonealmente em camundongos é detectada
apdés 5 minutos em concentragdo maxima no valor de 40 ug/ml. A concentragao
plasmatica e meia vida de uma droga sdo importantes porque deve chegar ao tumor
em concentracdo adequada para produzir efeito.

Ja o tratamento com o residuo butandlico da P.paniculata teve resultados no
modelo in vivo, mesmo ndo apresentando os efeitos marcantes obtidos in vitro com
a TSA. A dosagem de 500 pg/ml do RBPP parece até estimular as células,
observadas pelo ensaio do MTT, o que nao significa necessariamente proliferacao
das células, ja que € um ensaio de metabolizacdo celular. A avaliacdo do ciclo
celular permanece semelhante ao controle A dosagem de 1000 pg/ml de RBPP foi a
mais efetiva, causando maior morte celular, como pdde ser observada no ensaio de
viabilidade com Azul de Tripan (diminuigdo do numero de células viaveis e aumento
de células mortas), diminuicdo na leitura da densidade o6ptica no ensaio do MTT e
aumento na fracdo sub-G1 do ciclo celular. Interessantemente, o tratamento com
1000 pg/ml de RBPP nas células produziu um aumento na proporcao de células
marcadas na fase S dos tempos de 48 e 72h, e diminuicdo concomitante na
proporcdo de células em G1 e G2. Avaliando as outras fases, 0 aumento na
proporcado de células na fase S parece indicar mais um acumulo de células nesta
fase, ja que ha diminuicao em G1 e G2. As células podem estar parando nesta fase,
onde ha um ponto de checagem (checkpoint intra-S) (BARTEK et al., 2004). Alguns
insultos podem levar as células a um atraso na progressao do ciclo celular,
permitindo reparos necessarios ao DNA. Os tratamentos para o cancer normalmente
causam varios insultos genotoxicos as células, e em resposta a estes insultos,
algumas vias de sinalizacdo envolvidas nos checkpoints sao ativadas. O Chk1
(checkpoint kinase 1) parece ter papel importante nos varios checkpoints da célula,
que inclui G1/S, intra-S e G2/M (FEIJOO et al., 2001; Dai, Chen et al., 2010; Dai e
Grant, 2010). A resposta a lesdo ao DNA pela célula pode ser um fator limitante para
os tratamentos baseados em insultos genotdxicos, abrindo a possibilidade de
intervencao nesta via com o desenvolvimento de inibidores de Chk1 (DAI; GRANT,
2010). Para confirmar se o efeito do tratamento com o RBPP poderia estar
desencadeando uma resposta de lesdo ao DNA seriam necessarios outros estudos

para avaliar alterac6es em moléculas relacionadas ao controle do ciclo celular.
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A avaliagdo morfolégica com Laranja de Acridina/Brometo de Etidio mostra
alteracdes no citoplasma (vacuolizacdo) das células tratadas com RBPP, e aumento
de células com caracteristicas morfolégicas da apoptose (condensacdo e
fragmentacao nuclear). A alteragao citoplasmatica é um efeito que foi observado em
outro estudo realizado com linhagem de células mamarias humanas tratadas com
RBPP (NAGAMINE et al. 2009). A Pfaffia paniculata pode ter componente que
atuam sobre membranas celulares (BALLAS 2000), e um de seus principais
compostos é a saponina (NISHIMOTO et al. 1984, Nakai et al. 1984), que é
conhecida por sua acao sobre as membranas (FRANCIS et al. 2002).

No tratamento in vivo, 0 RBPP foi capaz de reduzir o crescimento em relacao
ao controle. O tratamento escolhido foi o intratumoral, pois os animais sentiram dor
na aplicacgao intraperitoneal. Outro motivo foi garantir que a concentragao no local do
tumor fosse semelhante a utilizada in vitro. Em um teste piloto com o RBPP, o
tratamento demonstrou uma acdo mais pronunciada, com o desenvolvimento de
inflamacéao apds algumas aplicagdes. Apos o processo inflamatério agudo, o tumor
ulcerava, sendo que alguns dos animais tiveram remissdo completa do tumor com o
tratamento. Este evento ndo se repetiu no experimento, ndo sendo observado
processo inflamatério evidente. Ainda sim se pbéde notar que o tumor tinha um
retardo no crescimento naqueles animais tratados com RBPP em relagdo ao
controle. Esta diminuicAo do efeito pode ser decorrente da perda de acéao
farmacolégica do composto. Os testes realizados in vitro também mostraram uma
reducdo na resposta em comparacao ao primeiro teste realizado.

A Pfaffia paniculata tem sido estudada desde 2000 neste laboratério
apresentando resultados antitumorais em alguns modelos estudados. Os resultados
do presente trabalho reforcam o potencial antineoplasico desta planta, que é
utiizada em seu uso popular “paratudo”, e que necessita de estudos mais
aprofundados para esclarecer melhor quais mecanismos de agado estao envolvidos
em seus efeitos.

De um modo geral, péde-se observar que os testes in vitro precisam ser
complementados com estudos in vivo, pois os efeitos observados in vitro podem nao
se repetir quando realizados in vivo. E importante salientar a diferenca que os
modelos provenientes de tumor de paciente oncoldgico e aqueles provenientes de
linhagens de células podem apresentar resultados bem diversos. Talvez a resposta
obtida com a EGCG in vitro e a TSA in vivo neste estudo seja divergente dos obtidos
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por outros pesquisadores justamente pelo fato de que eles utilizaram linhagens de
células tumorais. Outro fato importante a considerar € a necessidade de se
caracterizar molecularmente o tumor, direcionando as pesquisas para alvos
moleculares mais promissores. Assim, o modelo xenotransplantavel de tumores com
explantes apresenta a vantagem da variabilidade de respostas, dificilmente
conseguida com as linhagens, pelo préprio processo de adaptacao que estas células

sofreram.
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CONCLUSOES

Podemos concluir baseado no exposto:

1. O mastocitoma canino xenotransplantado nos camundongos imunodeficientes

atimicos nu/nu foi capaz de crescer em machos e fémeas, e a idade dos
animais a inoculagdo nao interferiu no crescimento do tumor. O
desenvolvimento do tumor teve variacdo individual ocorrendo de 7 dias a 3
semanas para o aparecimento de nédulo, atingindo volume tumoral maior
que 500mm?® em 60 dias. O mastocitoma canino transplantado permaneceu
com as mesmas caracteristicas histolégicas do tumor original; apresentou
capacidade infiltrativa, porém ndo gerou metastases. Animais
xenotransplantados desenvolveram hiperplasia de 6rgaos linféides, e
apresentaram propensao ao desenvolvimento de linfoma apds sobreviverem
por periodos prolongados.

As células do mastocitoma canino foram capazes de permanecer viaveis em
cultivo celular por curto periodo, porém nao mantiveram a propagacao
continua em cultura. As células em cultivo prolongado (superior a 1 més)
perderam as caracteristicas originais e se deterioraram.

E possivel a conducdo de experimentos in vitro e in vivo com este modelo
para testes de substancias com potencial antineoplasico. Os testes in vivo

revelaram-se imprescindiveis para complementar os testes in vitro.
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Grafico 11 Curva de crescimento avaliada pelo ensaio do MTT. As células de
mastocitoma canino foram tratadas com varias concentragbes de EGCG e
incubadas por 3, 24, 48 ou 72h. *** p<0,001





