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RESUMO

ABREU, C. A. MODELO EXPERIMENTAL DE TUMOR ORTOTOPICO DE PROSTATA
HUMANO XENOTRANPLANTADOS EM CAMUNDONGOS IMUNOSSUPRIMIDOS
FARMACOLOGICAMENTE. Campo Grande; 2020. [Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
Pds-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul].

Objetivo: Estudar um modelo experimental de tumor ortotdpico de prostata humano
xenotransplantado em camundongos imunossuprimidos farmacologicamente.

Metodologia: Foram utilizados 40 camundongos hairless divididos em 4 grupos aleatorios,
sendo Grupo (G1) controle; Grupo (G2) imunossuprimido farmacologicamente com
Ciclofosfamida; Grupo (G3) imunossuprimido farmacologicamente com Dexametasona;
Grupo (G4) imunossuprimido com Ciclosporina. A imunossupressdo ocorreu no 5° dia apds
adaptacdo dos animais e, a inoculagdo ortotdpica na prostata de camundongos hairless de 5 x
10° células PC-03 xenotransplantadas, foram realizadas 1 dia depois do inicio da
imunossupressdo. No 14° dia ocorreu a eutanasia e a coleta do material prostatico para analise
histopatolégica e imuno-histoquimica.

Resultados: Na analise histopatoldgica observamos alteragdes no Grupo G1 de hiperplasia
leve (50%), hiperplasia moderada (33,3%), neoplasia (17%), degeneracdo leve (50%),
degeneragdo moderada (50%); no Grupo G2 hiperplasia leve (50%), hiperplasia moderada
(25%), degeneracdo moderada (75%); no Grupo G3 hiperplasia leve (50%) e hiperplasia
moderada (50%), degeneracdo leve (40%), degeneracdo moderada (40%) e degeneracédo
intensa (20%), inflamacdo leve (10%); no Grupo G4 , hiperplasia leve (30%), hiperplasia
moderada (40%), hiperplasia intensa (30%), neoplasia (10%), degeneracdo leve (60%),
degeneracdo moderada (40%), inflamacdo leve (20%). A avaliacdo da expressdo Imuno-
histoquimica do biomarcador Ki-67 realizada nos cortes histoldgicas das préstatas dos
animais dos grupos Gl, G2, G3 e G4 ndo demonstrou expressao do biomarcador em nenhuma
célula analisada que pudesse configurar um crescimento de linhagem celular humana PC-03
nos referidos animais.

Conclusdo . Nos animais submetidos a imunossupressdo por dexametasona, ciclosporina e
ciclofosfamida ndo apresentaram desenvolvimento tumoral de células PC3 (Células tumorais
prostatica humanas). Foram observados nos grupos controle e ciclosporina a presenca de
neoplasia de préstata e diversas alteracBes histologicas compativeis com hiperplasia e
degeneracdo prostatica o que define que as alteragdes provocadas nos animais do experimento
favoreceram um ambiente préprio para as alteragdes na préstata murina.

Palavras Chaves: neoplasia de préstata, modelo animal, prostata, imunologia tumoral



ABSTRACT

ABREU, C. A. EXPERIMENTAL MODEL OF XENOTRANPLANTED HUMAN
PROSTATE ORTOTOPIC TUMOR IN PHARMACOLOGICALLY
IMMUNOSUPPRESSED MICE. Campo Grande; 2020. [Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de PoOs-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Objective: To study an experimental model of xenotransplanted human prostate orthotopic
tumor in immunologically suppressed mice.

Methodology: Forty hairless mice were used, divided into 4 random groups, being Group
(G1) control; Group (G2) immunosuppressed pharmacologically with cyclophosphamide;
Group (G3) immunosuppressed pharmacologically with Dexamethasone; Group (G4)
immunosuppressed with Ciclosporin. Immunosuppression took place on the 5th day after
adaptation of the animals, and orthotopic inoculation in the prostate of 5 x 10°
xenotransplanted PC-03 hairless mice was performed 1 day after the start of
immunosuppression. On the 14th day, euthanasia and prostatic material were collected for
histopathological and immunohistochemical analysis.

Results: In histopathological analysis, we observed changes in Group G1 of mild hyperplasia
(50%), moderate hyperplasia (33.3%), neoplasia (17%), mild degeneration (50%), moderate
degeneration (50%); in Group G2 mild hyperplasia (50%), moderate hyperplasia (25%),
moderate degeneration (75%); in Group G3 mild hyperplasia (50%) and moderate hyperplasia
(50%), mild degeneration (40%), moderate degeneration (40%) and severe degeneration
(20%), mild inflammation (10%); in Group G4, mild hyperplasia (30%), moderate
hyperplasia (40%), intense hyperplasia (30%), neoplasia (10%), mild degeneration (60%),
moderate degeneration (40%), mild inflammation (20% ) An evaluation of the
immunohistochemistry expression of the biomarker Ki-67 performed in the histological
sections of the prostates of animals of the groups GI, G2, G3, and G4 did not demonstrate the
expression of the biomarker in any of the analyzed analyzes that may configure the growth of
the human lineage PC3 in the animals.

Conclusion: In animals submitted to immunosuppression by dexamethasone, cyclosporine
and cyclophosphamide did not show tumor development of PC3 cells (human prostate tumor
cells). In the control and cyclosporine groups, we observed the presence of prostate cancer
and several histological alterations compatible with hyperplasia and prostatic degeneration,
which defines that the changes caused in the animals of the experiment favored a proper
environment for the changes in the murine prostate.

Keywords: prostate cancer, animal model, prostate, tumor immunology
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento econémico e social traz repercussdes diretas no meio ambiente e
na salde das populagdes, sendo uma das principais consequéncias a alteracdo do perfil de
morbimortalidade (MENDONCA, 1993). O impacto dos problemas ambientais sobre a satde

humana pode se manifestar sob a forma de agravos agudos e/ou cronicos.

Como exemplo de agravo cronico, podemos citar os riscos a salde humana,
especificamente o risco de cancer, que tém sido objeto de grande interesse cientifico
(NUNES; TAJARA, 1998; GUERRA; GALO; MENDONCGCA, 2005).

O cancer é considerado um problema de satde publica no mundo, e uma das principais
causas de mortalidade, apresentando um importante 6nus psicossocial e econémico (SIEGEL;
MILLER; JEMAL, 2018). E responsavel por um terco dos obitos no mundo, sendo este
impacto sentido principalmente por paises de condi¢cBes precérias de subsisténcia e
subdesenvolvidos, tal como, Brasil. Por exemplo, ao abordar a mortalidade precoce, estima-se
que, em 2008, 36 milhdes dos dbitos (63%) ocorreram em consequéncia de doencas cronicas
ndo transmissiveis, no caso, cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013; BRASIL,
2018).

De acordo com a OMS (2019), “Cancer ¢ um termo genérico para um grande grupo de
doencas caracterizadas pelo crescimento de células anormais além de seus limites habituais
que podem entdo invadir partes adjacentes do corpo e / ou se espalhar para outros 6rgaos”

(WORD HEALTH ORGANIZATION,2019).

O termo cancer é um termo comum utilizado para todas as neoplasias malignas e é tida
como uma doenga multifatorial, em que seu desenvolvimento depende de fatores genéticos
(mutacdes hereditarias ou esporadicas) e ambientais (agentes carcinogénicos), por outro lado
o termo neoplasia significa “novo crescimento”, definido como “uma massa de tecido
anormal que cresce de forma incoordenada e excedente em relacéo ao tecido normal e persiste
em crescer da mesma maneira apés cessar o estimulo que causou a sua mudanga” (DALECK,
DE NARDI, 2016).

Segundo Quijada et al, (2017) o cancer de prostata apresentou alta frequéncia a nivel

mundial, esta presente em todos os paises da américa, na Europa, Australia e Africa, sendo
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considerado o segundo tipo de cancer mais comum em homens em todo o0 mundo. No ano de
2012 foram estimados cerca de 1 milhdo de novos casos, no Brasil é o tipo de cancer mais
incidente em todas as regides, desconsiderando os tumores de pele ndo melanémico, sendo
que em 2016 foram estimados cerca de 61.200 casos para cada 100.000 habitantes
(INCA,2016). De acordo com Quijada et al, (2017) “a maioria dos diagndsticos de cdancer de
prostata esta associada a homens acima de 65 anos e menos de 1% a homens com idades
abaixo dos 50 anos. Com o aumento da expectativa de vida mundial, é esperado que o

numero de casos novos aumente cerca de 60% ~ (QUIJADA et al, 2017).

Dados da American Cancer Society (2015) evidenciam que o céncer de préstata
atinge homens de todas as ragas, “sendo uma ameaca silenciosa a satide dos homens”,
ocupando o terceiro lugar como causa de mortes por doengas crbnicas nao transmissiveis
(DCNT), sendo que segundo as estatisticas americanas um em cada seis homens no mundo
desenvolvera cancer de préstata (CP) ao longo de sua vida.

De acordo com a American Cancer Society, em 2016, foram estimados mais de
180.000 novos casos de CP diagnosticados nos EUA, resultando em cerca de 26.000 mortes
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou para o periodo de 2018 e
2019 o risco de 66.120 casos novos para cada 100 mil homens brasileiros, sendo essa
incidéncia muito superior a encontrada em paises desenvolvidos, como Estados Unidos,
Canada e Inglaterra (BRASIL, 2017).

De acordo com Araujo, Conceigdo e Zago (2019), “a cura para o CP é um fenédmeno
investigado por mdltiplas perspectivas cientificas e a cada ano novas descobertas sdo
evidenciadas”, onde ter a doenga e viver com ela ainda é desafiador no que se refere ao
cuidado dispensado aos pacientes e a implementacdo de politicas publicas no sistema de satde
direcionadas para o tratamento da doenca. No Brasil, por exemplo, os tratamentos disponiveis
apresentam efeitos colaterais como disfungéo sexual, alteracbes na imagem corporal e o
estigma social, efeitos estes que muitas vezes tornam o paciente ainda mais vulneravel,
principalmente em relagdo aos aspectos que envolvem sua masculinidade (JAMES et al, 2017,
ROMANZINI et al 2018).
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Neste contexto o objetivo desse trabalho foi desenvolver um modelo de tumor
ortotopico de prostata humano xenotransplantado em camundongos imunossuprimidos, para
que os resultados obtidos sejam utilizados para o desenvolvimento de novas pesquisas sobre o
estudo dos mecanismos moleculares da carcinogénese, na tentativa avaliar medidas

terapéuticas para 0s canceres.
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A incidéncia e mortalidade por cancer vem crescendo de forma acentuada em todo o

mundo, as causas sao complexas e refletem o envelhecimento e o crescimento demografico da

populacdo, onde as mudancas na prevaléncia e distribui¢do dos fatores de risco para a doenca

podem estar associadas a questdes que envolvem o desenvolvimento econémico global

(BRAY et al 2018). De acordo com a figura 1, estimativas da Organizacdo Mundial da Salde

(OMS), em 2015 o céancer foi a segunda principal causa de dbito antes dos setenta anos de

idade em 91 dos 172 paises do mundo e, do mesmo modo o cancer ocupando a terceira e

quarta posicdo em mais 22 paises do mundo (OMS,2018).

Figura 1: Mapa global do ranking nacional de cancer como causa de 6bitos em idades abaixo
de 70 anos no ano de 2015. Fonte: Organizagdo Mundial de Saide (2018) In: Bray et al
(2018).

Ranking of cancer
Premature mortality (0-69)

1st(48) v

2nd (43)

3rd - 4th (22)

5th - 10th (59)
- No data |:| Not applicable
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data source: GHO ) WOI'Id Health
on the part of the World Health Organization concemning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, Map production: CSU organization
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization o~
for which there may not yet be full agreement. ©WHO 2016. All rights reserved

De acordo com dados da figura 2, do relatério sobre a carga global de cancer,

produzido pela agéncia Internacional de pesquisas sobre cancer, foram estimados no ano

2018, aproximadamente 18,1 milhdes de casos novos de cancer, e 9,6 milhGes de 6bitos pela

doenca em todo 0 mundo, distribuidos por tipo de cancer (BRAY et al, 2018).
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Figura 2. Dados estatisticos dos canceres de acordo com o 6rgdo primario acometido, nimero

de novos casos e numero de 6bitos.

Anus

4,541 (0,3)

19.129 (0,2)

Bexiga

549.393 (3,0)
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Cérebro e sistema nervoso

29 6.851 (1,6)

241.037 (2,5)

Colo uterino

569.847 (3,2)

311, 3 65 (3. 3)

Célon

1,096,601 (6.1)

551.269 (5,8)

Corpo do utero

382,069 (2,1)

89.929 (0,9)

Esdfago 572,034 (3,2) 508,585 (5.3)
Estdbmago 1.033.701 (5,7) 782.685 (8,2)
Figado 41.080 (4,7) 781.631 (8,2)
Glandulas salivares 52.799 (0,3) 22.176 (0,2)
Hipofaringe 80,608 (0,4) 34.984 (0,4)
Labio da cavidade oral 354.864 (2,0) 177,384 (1,9)
Laringe 177, 422 (1,0) 94,771 (1,0)
Leucemia 437.033 (2,4) 309,006 (3,2)
Linfoma de hodgkin 79.990 (0,4) 26.167 (0,3)

Linfoma n&o-hodgkin

509.590 (2,8)

248.724 (2,6)

Mama 2.088.849 (11,6) 626.679 (6,6)
Melanoma da pele 287,72 3 (1,6) 60,712 (0,6)
Mesotelioma 30,443 (0,2) 25,576 (0,3)
Mieloma multiplo 159,985 (0,9) 106.105 (1,1)
N&o melanoma da pele 1.042.056 (5,8) 65, 155 (0,7)
Nasofaringe 129,079 (0,7) 72,987 (0,8)
Orofaringe 92,887 (0,5) 51,005 (0,5)
Ovario 295.414 (1,6) 184.799 (1,9)
Pancreas 458.918 (2,5) 432.242 (4,5)
Pénis 34.475 (0,2) 15.138 (0,2%)
Prostata 1,276 ,10 6 (7.1) 358,989 (3.8)
Pulmao 2.093.876 (11,6) 1.761.007 (18,4)
Reto 704,376 (3,9) 310,394 (3,2)
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Continuacao...

Rim 403.262 (2,2) 175.098 (1,8)
Sarcoma de kaposi 41.799 (0,2) 19.902 (0,2)
Testiculo 71.105 (0,4) 9.507 (0,1)
Tireoide 567,233 (3,1) 41.071 (0,4)
Vagina 17,600 (0,1) 8.062 (0,1)
Vesicula biliar 219,420 (1,2) 165,087 (1,7)
Vulva 44.235 (0,2) 15.222 (0,2)
Todos os tipos exceto pele 17,036,901 9,489,872
Todos os tipos 18,078,957 9,555,027

2.2. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE PROTATA

De acordo com Bray et al (2018) o cancer de prostata (CP) é o segundo tipo de cancer
mais incidente e segunda causa de 6ébitos por cancer no sexo masculino em 46 paises, e 0
tipo de cancer mais diagnosticado entre homens em todo mundo, estando presente
principalmente nas Américas, Europa do Norte e Ocidental, Australia, Nova Zelandia e
grande parte dos paises subdesenvolvidos. Apesar de nao se ter um conhecimento claro acerca
da etiologia e fatores de risco, é possivel observar taxas mais elevadas entre homens de
ascendéncia africana nos Estados Unidos e no Caribe, podendo ser associadas tais taxas com
predisposicao étnica e genética (REBBECK et al, 2013).

Nas ultimas décadas tem sido observado um aumento da incidéncia do cancer de
préstata, fato que pode estar relacionado ao diagnostico do cancer latente, e a realizacdo do
teste de PSA (Antigeno Prostatico Especifico) em individuos assintomaticos, onde a
disponibilidade comercial deste tipo de teste tem favorecido a deteccdo e diagnostico precoce
da doenca em diferentes paises (KVVALE et al, 2019; ZHOU et al, 2016).

Devido a fatores ligados ao diagnéstico precoce, melhor tratamento oferecido aos
doentes e aumento na sobrevida de homens com a doenga, observa-se uma diminuicdo nas
taxas de mortalidade em alguns paises da América do Norte, Oceania, Europa do Norte e
Europa Ocidental, Estados Unidos e paises desenvolvidos da Asia (CENTER et al, 2012;
BRAY; WONG et al, 2016). Entretanto, 0 mesmo ndo ocorre em Vvarios paises da América

Central, do Sul e Asia que apresentam taxas crescentes de mortalidade, podendo estas,
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estarem relacionadas ao estilo de vida mais ocidental associados a dificuldades de acesso a
diagndstico e tratamento (BRAY, KIEMENEY,2017; CENTER et al, 2012).

Baseados nas estimativas globais de incidéncia e mortalidade resultantes de diferentes
tipos de cancer Bray et al (2018) descrevem na figura 3 as taxas padronizadas por idade de
incidéncia e mortalidade especificas da regido para cancer de préstata no ano de 2018, as
taxas sdo mostradas em ordem decrescente da taxa padronizada por idade do mundo (W) e as
taxas mais altas nacionalmente padronizadas por idade para incidéncia e mortalidade séo

sobrepostas.

Figura 3 — Grafico das taxas padronizadas por idade de incidéncia e mortalidade especificas

da regido para canceres de prostata em 2018.
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No Brasil de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA,2018), 6rgdo do
Ministério da Saude responsavel pela prevencéo e controle do cancer no Brasil, o CP constitui

0 segundo tipo de cancer mais comum entre 0s homens (atras apenas do cancer de pele néo-
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melanoma). Para o biénio 2018-2019 foram estimados 68.220 casos novos de cancer de
préstata para cada ano. Esses valores correspondem a um risco estimado de 66,12 casos novos
a cada 100 mil homens, o cancer de préstata € o mais incidente entre os homens em todas as
Regides do pais, com 96,85/100 mil na Regido Sul, 69,83/100 mil Regido na Sudeste,
66,75/100 mil na Regido Centro-Oeste, 56,17/100 mil na Regido Nordeste e 29,41/100 mil na
Regido Norte (BRASIL; 2017).

2.3 ANATOMIA DA PROSTATA HUMANA

A prostata possui importante funcdo sexual e urinaria, sendo comum seu aumento
com a idade, é dividida em tecido muscular e glandular com ductos que vdo para a por¢do
prostatica da uretra. E uma glandula estritamente masculina, pequena, localizada abaixo da
bexiga e a frente do reto (parte final do intestino grosso), engloba a porcdo inicial da uretra,
tubo pelo qual a urina armazenada na bexiga é eliminada, tendo a fungdo de produzir sémen,
liquido espesso que contém os espermatozoides, liberado durante o ato sexual (LOPEZ,
2013).

Anatomicamente, de acordo com a figura 4 a prostata situa-se na pelve verdadeira,
separada anteriormente da sinfise pubica pelo espaco retropubico (Retzius). A superficie
posterior da prostata esta afastada da ampola retal pela fascia de Denonvilliers. A base da
préstata tem continuidade no colo da bexiga e o apice repousa sobre a superficie superior do
diafragma urogenital, lateralmente, a prostata se relaciona com a musculatura elevadora do
anus. Sua irrigacdo sanguinea arterial é derivada de ramos da artéria iliaca interna (artéria
vesical inferior e retal média), a drenagem venosa se faz através do complexo venoso dorsal,
que recebe a veia dorsal profunda do pénis e ramos vesicais, antes de drenar nas veias iliacas
internas. A inervacdo provém do plexo pélvico. A prostata normal mede 3 a 4 cm na base, 4 a
6 cm na sua dimensdo céfalo-caudal e 2 a 3 cm na sua dimensdo antero-posterior
(TANAGHO, MCANINCH, 2007)
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Figura 4 — Aparelho Reprodutor Humano - Anatomia da Prostata Humana
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Fonte: National Cancer institute, 2005 Terese Winslow

Segundo Lee et al (2001) o crescimento da prostata é regulado por uma complexa
interacdo entre o epitélio e estroma prostaticos, ocorre de forma mais acentuada durante a
adolescéncia, crescendo cerca de 1,6 grama ao ano, podendo atingir na idade adulta o peso
aproximado de 20 gramas. Na fase adulta (chamada de fase de manutencéo) a proliferacdo da
célula prostatica ocorre em uma taxa diaria de 1 a 2%, equilibrada por igual taxa de morte
celular programada, sendo este um dos fatores apontados como uma das causas para 0
desenvolvimento da hiperplasia prostatica benigna (HPB) ( KYPRIANOU,2003; SHARIAT
et al, 2005).

Ja na figura 5 a préstata de camundongos se apresenta segmentada em estruturas
designadas lobulo anterior, ventral e lateral. De acordo com Lee, et al (2001) as caracteristicas
das estruturas sdo histoldgicas e fisiologicamente distintas. Comparativamente a prostata
anterior de camundongos é considerada analoga a zona central da préstata de humanos e a
regido dorsolateral da glandula de camundongos € a mais semelhante a zona de transicdo da
préstata humana.
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Figura 5 - Comparacdo da arquitetura das glandulas prostaticas humanas e murinas
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Fonte: Adapatado de Jijing Luo, Xiaoqi Liu Polo-like kinase 1, on the rise from cell cycle
regulation to prostate cancer development (2012)

2.4 NEOPLASIAS DA PROSTATA

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) (figura 6) representa importante alteragcdo
que afeta a prostata do homem adulto, € considerado um processo hiperplasico resultante do
aumento no numero de células que apresenta um padrdo de crescimento nodular composto de
quantidades variaveis de estroma e epitélio e, de acordo com a literatura é o tumor benigno
mais comum entre homens, e responsavel por causar sintomas do trato urinario em pacientes
acima de 40 anos, tem seu risco de desenvolvimento significativamente aumentado com a
idade (DORNAS, DAMIAO, CARRERETTE, 2010).
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Figura 6 — Representacdo esquematica de Hiperplasia Benigna de Prdstata

Fonte: Adaptado de tuasaude.com

Dados referentes ao CP, evidenciam que cerca de trés quartos dos casos no mundo
ocorrem a partir dos 65 anos de idade, sendo considerado como o tipo de cancer mais
prevalente em homens principalmente em idades mais avancadas. A mortalidade por cancer
de préstata € relativamente baixa, o que reflete, em parte, seu bom progndstico quando
diagnosticado e tratado oportunamente. A sobrevida media mundial estimada em cinco anos é
de 58%. Nos paises desenvolvidos, essa sobrevida passa para 76% e nos paises em
desenvolvimento 45% (BRASIL, 2010).

Apesar dos fatores de risco para o desenvolvimento do céncer de préstata ainda ndo
serem muito claros, dentre eles destacam-se a idade avancada, origem étnica - maior
incidéncia em negros e origem hereditéria. Os sinais e sintomas da doenga no inicio costuma
ser assintomatico, podendo apresentar sintomas semelhantes a hiperplasia benigna da préstata
(aumento no numero de micces, dificuldade para urinar), ja na fase mais avancada da doenca
pode provocar dor @ssea, infeccdo generalizada e insuficiéncia renal (SOCIETY OF
UROLOGIC NURSES, 2020).

Com relacdo a caracterizacdo histoldgica mais de 95% dos canceres da prostata sao
adenocarcinomas. Dos outros 5%, 90% sao carcinomas de células de transicdo e os restantes

sdo carcinomas neuroendocrinos ou sarcomas (KYPRIANOU, ISAACS, 1989).
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Segundo a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU,2017), mesmo com a diminuigéo
significativa em relacdo a incidéncia da doenca ocorrida nas ultimas décadas em decorréncia
das politicas de rastreamento e controle da doenca, bem como do aumento da conscientizacao
da populacdo masculina, cerca de 20% dos casos sdo diagnosticados em estagios avangados
(figura 7) e, apesar de todos o0s avancos terapéuticos, cerca de 25% dos pacientes com cancer
de prostata ainda morrem devido a doenca.

Figura 7 — Estagio avancado de cancer de prostata

Fonte: genengnews.com/news/potential-metastatic-prostate-cancer-biomarker-identified

2.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE CANCER

Existem varios modelos animais que sdo valiosos para que 0s pesquisadores possam
estudar os aspectos relacionados a biologia do céncer. Neste contexto o uso de modelos
animais tem o potencial de aumentar nossa compreensédo acerca da carcinogénese, da biologia
do tumor, e o impacto de eventos moleculares especificos na biologia tumoral. No entanto, é

importante o pesquisador tem em mente que nenhum modelo animal é capaz de reproduzir
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com fidelidade todos os aspectos da doenca humana (JOHNSON, FLEET, 2013;
GRABOWSKA et al, 2014; CLOHESSY & PANDOLFI, 2015).

Os estudos baseavam diretamente no conceito de vigilancia imunoldgica, ou seja, com
o advento das tecnologias de supressdo (‘knockout’), este conceito pode ser evidenciado em
camundongos e humanos, onde os modelos tumorais murinos de surgimento espontaneos ou
quimicamente induzidos tém sido Uteis na demonstracdo de que o sistema imunolégico vigia
constantemente o aparecimento de células aberrantes. E desta forma, desempenham um papel
fundamental na prevencdo da formacdo de tumores, por meio da utilizacdo de linfoma T
murino os autores conseguiram desvendar as funcdes de determinadas células do sistema
imune na vigilancia imunologica contra tumores (DUNN, OLD, SCHREIBER, 2004; LUCHS
e PANTALEAO, 2010; SENGUPTA et al, 2010).

O camundongo de laboratorio (“Mus musculus”) é considerado um dos melhores
sistemas de modelos para investigacGes de cancer devido a varios fatores, incluindo o seu
pequeno tamanho e propensdo a se reproduzir em cativeiro, a vida Gtil de trés anos, extensas
semelhangas fisiologicas e moleculares para humanos e um genoma inteiramente seqiiénciado
(PARK et al, 2010; ITTMANN et al, 2013; GRABOWSKA et al, 2014; CLOHESSY &
PANDOLFI, 2015).

Segundo Shen (2010), os modelos transplantaveis (xenograficos e singénico) sdo 0s
mais utilizados, pois, possibilitam um estudo melhor das metéstases e reproduzem com maior
facilidade o microambiente tumoral, favorecendo o modelamento dos experimentos e
possibilitando diversas abordagens, esses modelos sdo desenvolvidos em camundongos

imunodeficiéntes como por exemplo os NUDE.

De qualquer forma, os modelos transplantaveis em camundongos apresentam as
condigdes essenciais como: alta taxas de enxerto de todas as etapas da doenca, associacdo
entre tecidos maligno e tecido benigno adjacente, reproduzem a heterogeneidade tumoral e
perfis genéticos e reproduzem o estado hormonal do tumor humano, além de que possibilitam
0 uso de linhagens celulares de cancer humano ou de tecidos de cancer primario humano,
modelos transplantaveis xenograficos (ITTMANN et al, 2013; LIN, et al, 2014).

De acordo com Lin et al, (2014), dentre as caracteristicas especificas e de acordo com

o local de inoculagdo, existem vantagens e desvantagens para 0s modelos murinos de cancer,
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isto é, na inoculacdo subcutanea de células de cancer as vantagens sdo: facil implantacéo e
facil monitoramento do tumor, e as desvantagens: baixo fornecimento de nutrientes e baixa
taxa de desenvolvimento, sendo dificil nestas condi¢des ter um cancer em estado avancgado. Ja
nos modelos de inoculagdo ortotdpico, isto é, no proprio 6rgao original das células a serem
inoculadas, as vantagens sdo: ter um microambiente semelhante ao do cancer original e
promocdo de metéstases esponténeas, ja as desvantagens se estabelecem pela dificil
implantacéo, a baixa taxa de desenvolvimento tumoral e limitado desenvolvimento do cancer.
De outra forma, as inoculacdes em capsula sub-renal (SRC) de modelos experimentais
murinos tem vantagem de ter provisdo sanguinea boa e uma maior taxa de desenvolvimento
do tumor, assim como maior heterogeneidade, sendo a dificil implantagdo uma desvantagem
(WONG et al, 2016).

2.6 . AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E IMUNO-HISTOQUIMICA

Segundo daleck, 2016, objetivo principal do exame histopatoldgico na oncologia é
constatar se o crescimento de células € de fato neoplésico e, consequentemente se a neoplasia
e , maligna ou benigna, assim sendo, varias lesdes podem simular a neoplasia e, 0 exame
histopatolégico € o Unico meio de diferencia-las, sendo que as alteracbes podem ser de
hiperplasia, regeneracao, displasia ou inflamacéo e, de forma acurada devem ser avaliadas na

diferenciacdo histopatoldgica.

A combinacéo da imunologia e da histoquimica, a imuno-histoquimica € utilizada para
identificar os chamados marcadores tumorais, que geralmente sdo proteinas filamentosas
presentes no citoesqueleto de células normais e sem seus correspondentes neoplasicos. Pelo
método de avidina-biotina-peroxidase os filamentos intermediarios sdo identificados por

anticorpos monoclonais e policlonais e, evidenciados histoquimicamente (DALECK, 2016)

O uso do Ki-67 (antigeno nuclear de células proliferativas) possibilita a quantificacdo
de células em proliferacdo, por estar expresso nas fases G1, S e G2 do ciclo celular, com pico
durante a mitose e ausente nas células em repouso (fase GO0), e ainda possibilita o
acompanhamento tumoral de maneira simplificada, rapida e de baixo custo (ARISAWA et al.,
1999; BUITRAGO et al., 2011).
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2.7. MODELOS EXPERIMENTAIS DE CANCER DE PROSTATA

Uma grande limitagcdo no estudo do CP foi a falta de modelos animais adequados que
recapitulam fielmente todas as etapas da progressdo da doenca (NAVONE et al., 1999). O
NCI Mouse Models of Human Cancers Consortium convocou um grupo de patologistas
humanos e veterinarios para analisar os modelos animais atuais de cancer de prostata humano
(PC) e fazer recomendacdes sobre a andlise patoldgica desses modelos. Mais de 40 modelos
diferentes com 439 amostras foram revisadas, incluindo modelos de ratos geneticamente
modificados, xenoenxerto e modelos caninos. Relatando que numerosos modelos relevantes
foram desenvolvidos nos altimos 15 anos e cada abordagem tém pontos fortes e fracos
(ITTMANN et al. 2013).

De acordo com Ittmann et al (2013) h&a mais de 15 anos, a primeira geragdo de
modelos de céncer de préstata geneticamente modificados foi introduzido, esses modelos
transgénicos utilizavam promotores especificos da préstata para expressar oncogénese SV40
no epitélio da prostata. Os modelos animais particularmente, modelos de ratos,
desempenharam um papel central no estudo da etiologia, prevencédo e tratamento do CP. Da
mesma forma, 0s modelos de cultura de tecidos sdo extremamente Uteis na compreensdo da
biologia do CP mas, ndo recapitulam as complexas interacdes celulares dentro do
microambiente tumoral, que desempenham um papel fundamental na iniciacdo e na

progressao do cancer.

O desenvolvimento de modelos melhorados de CP acelerou nossa compreensao da
complexidade biolégica e promete melhorar o desenvolvimento de novas abordagens de
prevencdo, deteccdo e tratamento desta malignidade comum (ITTMANN et al. 2013,
GRABOWSKA et al, 2014; LIN, et al, 2014; HUANG et al, 2016).

Pavese et al (2013), demonstrou um modelo de implantacdo ortotépica de CP. Neste
modelo, as células sdo implantadas diretamente no lobo ventral da prostata em camundongos
Balb/c e podem progredir por 4-6 semanas. Este modelo fornece uma imagem da capacidade
das células de invadir e escapar do 6rgdo primario, entrar e sobreviver no sistema circulatério

e se implantar e crescer em um local secundario.

Como a morte por CP ndo se deve ao tumor primario, mas sim a formacdo de

metastases distintas, a capacidade de modelar efetivamente esta progressdo pré-clinica é de
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alto valor, com isso modelos como o utilizado por Pavese et al (2013) tem sido usado
efetivamente para medir a resposta metastatica a ambas as mudangas na proteina em
expressao, bem como a resposta a terapéutica de pequenas moléculas, em um curto periodo de

resposta.

Devido a complexidade molecular do cancer e ao custo da terapia, 0s pesquisadores
ainda procuraram caracteristicas genémicas funcionais in vivo para embasar o atendimento ao
paciente. Os modelos de cancer muitas vezes recapitulam fielmente a biologia basica, o
microambiente tumoral e suas interacOes, respostas de drogas e resisténcia terapéutica
semelhante & doenca humana e, por efetivamente favorecem de forma ampla a busca de
respostas com relacdo ao CP (LUCHS e PANTALEAOQ, 2010; HUANG et al, 2016).

Os modelos transplantaveis xenogréficos ou xenotransplantaveis possibilitam o uso de
linhagens celulares de cancer humano assim como, o uso de tecidos de cancer primario
humano. Assim sendo, 0os modelos classicos para cancer de prostata humano consistem em
camundongos imunodeficiéntes que carregam xenoenxerto de linha celular de cancer de
préstata subcutdneo gerados por injecdo de células de cancer de préstata cultivadas (por
exemplo, LNCaP, PC-03 ou DU145) ou co-injeccdo de células de CP cultivadas e células
estromais (LIN, et al, 2014; HUANG et al, 2016).

De acordo com Pagliaro (2013) a linha celular PC-03 esta entre as formas mais
resistentes do cancer de prostata e, ao serem incubadas manifestaram variada resisténcia a
terapia. Desta forma, avaliou-se a curva de crescimento celular das células PC-03 e, durante
um periodo de incubacdo in vitro e, pds-tratamento, observou-se a formacdo de col6nias 21
dias ap0s o inicio do tratamento, questionando-se assim, a origem desta resisténcia e também

a variabilidade da curva de crescimento das células PC-03.

De acordo com Lopez (2013) o desenvolvimento do novo modelo animal é crucial para
melhor entender a biologia das metastases 6sseas do CP, investigar novas op¢des terapéuticas
e assim fornecer uma reproducdo confidvel da situagcdo clinica dos tumores, permitindo
caracterizar e projetar tratamentos eficazes, compreendendo os mecanismos moleculares de

metastase 6ssea do CP.
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29 USO DE DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS EM ESTUDOS
EXPERIMENTAIS DE CANCER

De forma geral, a caracterizacdo da resposta imune ao cancer, se mapeia pelos ramos
celular e humoral da resposta imune, particularmente pelo envolvimento dos linfécitos e
anticorpos e, outros elementos. Os componentes da resposta imune incluem diferentes
subgrupos de linfocitos (células T auxiliares, células T citotoxicas, células T reguladoras),
células B e células natural killer (NK) e, células apresentadoras de antigenos (APC), que
incluem os mondcitos sanguineos, macrofagos teciduais e células dendriticas (CD). A
comunicagdo dos diferentes componentes do sistema imune ocorre via interacdo célula-célula
mediada por diversas moléculas de adesdo e receptores existentes na superficie celular e nas
citocinas. As citocinas podem ser imuno-estimulantes ou imuno inibitdrias da resposta de
acordo com a existéncia de receptores especificos na circulagdo (REDMAN e CHANG,
2009).

De acordo com Redman e Chang, (2009), a existéncia de mecanismos de
imunovigilancia que previnem que o cancer se desenvolva, é sustentada pelos achados de que
individuos imunodeficiéntes e pacientes que utilizam tratamento prolongado com farmacos
imunossupressores apresentarem alto risco de desenvolvimento de céncer, O que
experimentalmente foi evidenciado, quando camundongos imunizados rejeitaram tumores
singénicos quimicamente induzidos. Pesquisas com animais imunodeficiéntes tem sido
realizada em diferentes areas de estudo, entre elas as areas da imunologia e parasitologia, a
utilizacdo de medicamentos com ac¢do imunossupressora vem sendo usada experimentalmente
para a obtencdo de camundongos imunossuprimidos, tornando assim estes animais um
importante modelo biol6gico (PEREIRA et al 2008).

De acordo com Goodman e Gilman (2003) citado por Bavaresco et al (2005) em bases
farmacoldgicas da terapéutica, os glicocorticoides sdo definidos “como horménios esteroides,
sintetizados no coértex da glandula adrenal que afetam o mecanismo dos carboidratos e
reduzem a resposta inflamatoria”, em que a sua sintese e liberagdo ocorrem naturalmente pelo
organismo animal e, sua concentragdo € mediada por mecanismos diversos. Os
glicocorticoides de maneira geral, apresentam varios efeitos e sdo utilizados principalmente

pelos seus efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores (BAVARESCO et al, 2005).
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O efeito supressor da dexametasona (Dx) é relatado quando da inibicdo de
interleucina 4 nos gliomas tendo com resultado que a Dx por si s6 ndo modifica
significativamente a letalidade do tumor mas, tem uma relevancia no efeito inibitorio dos
gliomas (BENEDETTI et al, 2005) e, também, € relatado a inibicdo dos capilares formadores
de gliomas, em um efeito anti-angiogénico in vivo, e pela diminuicdo do aporte nutricional e

pela falta de oxigenacgdo diminuir a viabilidade dos gliomas (BAVARESCO, et al, 2005)

A Dx é um glicocorticdide amplamente utilizado por suas propriedades
imunossupressoras e anti-inflamatérias, possuindo atividade linfopénica, especialmente
quanto a producdo de linfocitos T. A Dx pode induzir apoptose em diferentes células do
sistema imunologico, incluindo os precursores de linfécitos T e B imaturos e linfocitos T
maduros. Esse glicocorticoide também inibe a transcricdo de importantes genes de citocinas
como a interleucina 2 (IL-2) e o interferon-gama (IFN-o), que sdo essenciais para a
proliferacdo de linfocitos T (LILLELGHANIAN et al., 2002).

A ciclosporina A (CsA) tem as suas propriedades imunossupressoras demostradas
desde o inicio da década de 70 e desde este periodo tem sido utilizada nos transplantes de
6rgdos e no tratamento de doencas inflamatorias de varios 6rgaos, é peptidio derivado de um

fungo conhecido como Tolypocladium inflatums gams (SANTAMARIA et al., 2012).

A CsA possui potente propriedade imunossupressora, refletidas na sua capacidade de
bloquear a transcricdo de genes de citocinas (IL-2 e IL-4) de células T ativadas. A CsA exerce
seletivamente o seu efeito numa populacdo restrita de células linfoides e poupa as demais
células de linhagem mieloide, de forma a atingir a acdo imunossupressora seletivamente
(MATSUDA; KOYASY, 2000).

De acordo com Pereira, et al (2008), foi evidente a imunossupressdo da CsA
principalmente pela reducdo evidente de linfcitos T CD3+, em compartimento celular
circulante. Da mesma forma, foi observado que os linfocitos B CD19+ reduziram, refletindo

em uma significante diminuicéo da resposta humoral.

A ciclofosfamida (Cy) é um derivado quimico da mostarda nitrogenada
mecloretamina e, € um dos agentes alquilantes mais amplamente utilizados tanto na oncologia
humana como na veterinaria. E uma agente presente em varios protocolos de tratamento de

neoplasias, principalmente em protocolos de poliquimioterapia, como nos casos de linfomas,
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leucemias e em diversos sarcomas e carcinomas (DALEKE, C.R., 2016). A Cy é um potente
imunossupressor e inibe tanto a resposta imune celular como humoral, agindo em células com
alta atividade mitética (PEREIRA et al, 2008). Pereira et al, (2008) verificou a diminuicao das
populacdes de linfocitos T e B circulantes, revelando resultados homogéneos na reducéo

progressiva de linfdcitos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo de tumor ortotopico de préstata humano xenotransplantado em

camundongos imunossuprimidos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o desenvolvimento tumoral com imunossupressdao dos camundongos

utilizando a dexametasona (Dx).

b) Avaliar o desenvolvimento tumoral com imunossupressao dos camundongos

utilizando ciclosporina (CsA).

c) Avaliar o desenvolvimento tumoral com imunossupressdo dos camundongos

utilizando ciclofosmamida (CY).

d) Awvaliar histologicamente as amostras de camundongos controle (CO) e
comundongos imunossuprimidos com Dexametasona (Dx), Ciclosporina (CsA) e
Ciclofosfamida (Cy).

e) Avaliar o biomarcador Ki-67 por Imunohistoquimica nas amostras de camundongos
do grupo controle (CO) e dos comundongos dos grupos imunossuprimidos com

Dexametasona (Dx), Ciclosporina (CsA) e Ciclofosfamida (Cy).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foram protocolados na Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMS (CEUA -UFMS),
tendo recebido aprovagdo com numero 946/2018

4.2 Tipo de pesquisa

Trata-se de um estudo experimental em modelo animal.

4.3 Local da pesquisa

O estudo experimental foi realizado no Laboratdrio de Carcinogénese em parceria com
0 Laboratorio de Estudos em Modelos Experimentais de Doencas da faculdade de Medicina
(FAMED) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), no municipio de Campo
Grande — MS.

4.4. Cultura Celular e Preparacao de Células para Inoculagéo

Para realizacdo deste trabalho foram utilizadas linhagens de células neoplasicas PC-03
(ATCC CRL 1435, carcinoma de prdstata) provenientes do Laboratério de Biologia
Molecular e Culturas Celulares da UFMS.

As células armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C), foram descongeladas em
banho-maria a 37°C e transferidas para um tubo conico de 15ml, contendo 9mL de meio de
cultura RPMI (Roswell Park Memorium Institute), contendo os antibi6ticos Penicilina e
Estreptomicina (1%) e Soro Fetal Bovino (SFB) (10%).

O tubo com as células foi centrifugado por 4 minutos a 1000 rpm, posteriormente o
sobrenadante foi aspirado, restando o pellet de células, que foi ressuspendido em 3 mL de
meio. Ap6s homogeneizacao esta suspensao de células foi transferida para frascos de cultura
de 75 cm?® e incubados a 37°C em atmosfera mida com 5% de CO2 até apresentar uma

monocamada com aproximadamente 80% de confluéncia.
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Uma vez obtido esta confluéncia, as células foram removidas do fundo do frasco com
a adicdo de 0,5 ml de tripsina-EDTA (0,25% + EDTA 1 nM) em tampéo PBS, pH 7,4. A
suspensdo de células foi transferida para outro tubo conico de 15 mL contendo meio completo
(meio, antibidticos e SFB a 10%), em um volume 3 vezes maior do que aquele usado de
tripsina a fim de neutralizar a mesma e ap6s centrifugacdo por 4 minutos a 1000 RPM
(Rotagdes Por Minuto), aspirou-se o sobrenadante, restando somente o pellet, que foi
ressuspendido em meio completo. Este procedimento foi repetido até que obtencdo de massa
celular suficiente para o experimento, inoculacdo das células na préstata do animal. Apds,
procedeu-se a contagem de células viaveis com trypan blue em camara de newbauer para
inoculagdo nos comundongos, a suspencio de células foi preparada de modo a conter 5 x 10°

/0,1 ml de PBS para cada animal.

As células para a inoculagao foram obtidas a partir da cultura celular. Foram isoladas
500.000 (5 x 10°) células de CP em seguida foram ressuspendidas em 0,1 ml de solucio PBS
(phosphate-bufferind saline) salina estéril que, acondicionadas em seringa de insulina com

agulha 40X08 21G 1/2 , sendo mantidas em gelo até 0 momento da inoculagéo.
4.5. Animais

Foram utilizados 40 camundongos (Mus musculus — Hairless) machos, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais
foram mantidos em gaiolas coletivas (dimensdo 40x35x17 cm), na quantidade de cinco
animais/gaiola, a temperatura de aproximadamente 25°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas,
recebendo racdo padrdo (NUVITAL® CR1) e agua previamente esterilizadas ad libitum. Os
mesmos foram aclimatados as condi¢fes do laboratorio durante cinco dias antes do

experimento.
4.6. Tratamento

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de 10 animais cada, conforme

descrito abaixo.

Grupo 1 — Controle (CO): Os animais foram tratados apenas com o veiculo do farmaco

(IP), e inoculados com células do tumor de prostata.
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Grupo 2 — Ciclofosfamida (CY): Os animais foram inoculados células de tumor de
préstata e receberam doses semanais de 75 mg/Kg de ciclofosmamida (IP) com intervalos de

no minimo 72 horas

Grupo 3 — Dexametasona (DX): Os animais foram inoculados com células do tumor

de proéstata e receberam doses diérias de 5 mg/Kg de dexametasona (IP).

Grupo 4 — Ciclosporina (CsA): Os animais foram inoculados com células do tumor de

préstata e receberam 10 mg/Kg de ciclosporina (IP) 3 vezes por semana.
O tratamento com os farmacos imunossupressores teve duracao de 14 dias do inicio da

imunossupressdo até a eutanasia dos animais, como mostra a figura 8.

Figura 8 - Linha do tempo demonstrativo do experimento

LINHA DO TEMPO DO EXPERIMENTO
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Modelo Ortotdpico de Tumor de Préstata Humano

Este modelo foi realizado de acordo com o proposto por Pavese et al (2013)(figura
9). Que preconiza a Implantacao Ortotdpica de células tumorais da préstata humana. O animal
foi colocado em na camara de Isofluorano até que estivesse completamente anestesiado e,
mantido em anestesia inalatoria. O animal foi colocado em um campo cirurgico estéril

mantendo um cone de Isofluorano no nariz para manutencéo anestésica.

Ap0s desinfeccdo da pele do animal, utilizando um bisturi estéril, foi realizada uma
incisdo abdominal baixa de cerca de 3-4 mm. Localizado a bexiga e identificado o I6bulo
ventral da prostata onde foram injetados os 0,1 mL da solucgéo celular previamente preparada
a5 x 10° células. Em seguida foi realizado a sutura da camada muscular e da camada de pele.
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Figura 9 - Demonstracdo esquematica da implantacao do tumor

Fonte: Pavese et al (2013)

4.7. Monitoramento dos Animais

Para o controle da dor foram administrados medicamento com efeito analgésico 4h
apos a cirurgia e mantidos de 12 em 12h nas proximas 48h. Os pontos foram removidos entre
7 e 10 dias ap0s a cirurgia, uma vez que a ferida estivesse cicatrizada. Os animais foram
monitorados e observados continuamente durante a aplicagdo dos medicamentos
imunossupressores quanto a evolucdo da imunossupressdo e tumoral pelo exame clinico e
palpacdo abdominal dos camundongos, com uma frequéncia diaria até o término do

experimento.

4.8. Eutanasia

No 14° dia ap6s a inducdo tumoral, todos os 40 animais foram submetidos a eutanésia
com sobre dose anestésica letal (3 x a dose anestésica), por injecdo Unica intraperitoneal de
Xilazina 60 mg/Kg e Quetamina 300 mg/Kg (Volume total variando entre 2 -3,5 ml), seguida
de exsanguinacdo e, imediatamente apds a eutanasia, suas prostatas e anexos foram removidos

para analises histolégicas e imuno-histoquimicas posteriores.

4.9. Procedimento de necrépsia

A Necropsia foi realizada ap6s 14° dias da inoculagdo. Com o animal anestesiado,
foram removidos o aparelho urinario e anexos com o tumor da proéstata transferidos para um
cassete em formol a 10%, para encaminhamento e realizacdo de exame histopatoldgico e

imuno-histoquimica no Laboratdrio de Carcinogénese Experimental da UFMS.
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4.10. Processamento do material prostatico para exame histopatoldgico

A prostata coletada foi colocada sobre uma placa de polipropileno branca, e
imediatamente, foram pincelados com uma solucdo de formalina tamponada a 10%. Assim
que foram enrijecidos e, os fragmentos de tecido prostatico foram acondicionados em frascos
plasticos transparentes e individuais e guardados em caixa de papeldo e ao abrigo da luz, para

posterior analise histopatologica.

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo na espessura de 5 um e
montado sobre lamina de vidro coberta por laminula e, em seguida foram coradas em

hematoxilina-eosina e, encaminhadas para analise histopatologica.
4.11. Expressao Imunohistoquimica do biomarcador Ki-67.

As laminas foram desparafinizadas em xileno, reidratadas em alcodis decrescentes e

lavadas em agua corrente e dgua destilada.

As laminas foram incubadas em tampdo Tris-EDTA pH 9.0 para recuperacdo
antigénica. Sendo em seguida levadas ao forno de micro-ondas, poténcia maxima (900W), por
20 minutos, deixando esfriar em seguida. Apds, foram incubadas com peréxido de hidrogénio
3% por 10 minutos, lavadas em agua destilada, incubadas por mais 10 minutos com
blogueador de proteinas, lavadas com tampdo. Incubadas por 30 minutos com anticorpo
primario (Anti-Ki-67 anti-humano) (diluicdo 1:400), lavadas com tamp&o. Em seguida
incubadas com o polimero-HRP universal (EasyLink One) por 18 minutos e reveladas com
DAB (diaminobenzidina) por 5 minutos; apo6s lavagens, as laminas foram coradas com
hematoxilina, azuladas com agua amoniacal e incubadas em concentracGes crescentes de

alcool sendo montadas em meio de montagem.

E as imagens a partir das laminas de imuno-histoquimica foram captadas utilizando um
microscopio (Marca Nikon®, modelo Elipse E200) com lente triocular e acoplado a uma

camera de video conectada a um microcomputador.

4.12. Analise histopatoldgica das laminas
Os aspectos histopatol6gicos considerados para fins de analise estatistica nesse estudo
foram divididos nos 4 grupos estudados de acordo com o seu aspecto histopatologico e seu

escore de variabilidade.
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Aspecto histopatoldgico
- hiperplasia

- degeneracéo

- inflamacéo

- neoplasia

Escore de variabilidade
- (0) ausente

- (1) leve 25%

- (2) moderado 50%

- (3) intenso 75%

- (4) exuberante 100%

4.13. Andlise de dados

A avaliacdo da associacdo dos grupos experimentais e suas alteracdes histologicas e
0 escore dos aspectos histologicos foram avaliados de forma descritiva nas tabelas

apresentadas assim, como a imunossupressao das drogas nos grupos estudados.

5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo Histopatoldgica

Avaliacdo dos animais imunossuprimidos pela ciclofosfamida, dexametasona e
ciclosporina de acordo com os achados histopatoldgicos e seus respectivos escores de
intensidade. Os achados histopatologicos foram nomeados por: hiperplasia, neoplasia,
degeneracdo e inflamacdo. Os escores de intensidade dos achados forma definidos pelo
patologista e variaram, de acordo com a observacdo, de 0: Ausente; 1. Leve (25%); 2:
Moderado (50%); 3: Intenso (75%) e 4 Exuberante (100%).

O desenho (figura 10) abaixo resume como o experimento se desenvolveu e, evoluiu
na producdo das laminas de miscroscopia para o histopatologico e a imunohistoquimica do
material prostatico coletado dos animais imunossuprimidos farmacologicamente por

ciclosfosfamida, dexametasona e ciclosporina
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Figura 10 — Desenho do experimento de acordo com a evolugcdo dos processos no

experimento.

DESENHO DO EXPERIMENTO

. GRUPO 4 (CsA)
CICLOSPORINA

GRUPO 3 (Dx)
DEXAMETASONA

GRUPOQ 2 (Cy)
CICLOFOSFAMIDA

GRUPO 1 (Co)

O resultado das alteragbes histopatologicas de cada grupo avaliado, sédo
demonstradas na tabela 1. As alteracGes variaram de acordo com o patologista e, foram
classificadas como hiperplasia, neoplasia, degeneracdo e inflamacdo. Estas alteragcdes foram
classificadas como leve, moderada, intensa, exuberante e, como ausente e presente. Os grupos
experimentais tiveram um n(nimero) de 30 animais, com a seguinte distribuicdo: G1= 6,
G2=4, G3=10, G4=10.

Tabela 1 : Resultados das alteracdes histolégicas, em cada um dos grupos experimentais
avaliados

Grupo experimental

Alterac@es histoldgicas Gl G2 G3 G4
Co Cy Dx CsA
(n=6) (n=4) (n=10) (n=10)
Hiperplasia leve 50 (3) 50 (2) 50 (5) 30 (3)
Hiperplasia Moderada 33,3(2) 25 (1) 50 (5) 40 (4)

Hiperplasia Intensa 0 0 0 30 (3)
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Continuacgao...

Hiperplasia Exuberante 0 0 0 0
Neoplasia 17,7 (1) 0 0 10 (1)
Degeneragéo Leve 50 (3) 0 40 (4) 60 (6)
Degeneragdo Moderada 33,3(2) 75 (3) 40 (4) 40 (4)
Degeneracdo Intensa 0 0 20 (2) 0
Degeneracdo Exuberante 0 0 0 0
Inflamacdo Leve 0 0 10 (1) 20 (2)
Inflamacdo Moderada 0 0 0 0
Inflamacdo Intensa 0 0 0 0
Inflamacdo Exuberante 0 0 0 0

Os resultados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta).

Dos animais do grupo controle (Co) foram encaminhados 6 blocos parafinados para
analise histopatoldgica e, na analise das ldaminas 1 (uma) delas apresentou desenvolvimento de
neoplasia e ndo ocorreu aspecto inflamatorio, sendo que as caracteristicas de degeneragéo e
hiperplasia (figura 11 e 12) foram evidenciadas de forma leve e moderada.

Figura 11 — Fotomicrografia das secc¢des histologicas de grupo Controle (Co) exibindo &cinos
com precipitacdo proteica (asteriscos) e hiperplasia prostatica (cabeca de setas). Coloracéo de

HE. Aumento de 10X

>4
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Figura 12 — Fotomicrografia das secc¢@es histologicas de grupo Controle (Co) exibindo &cino

com hiperplasia (setas). Coloracao de HE. Aumento de 40X.
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Dos animais imunossuprimidos com ciclofosfamida (Cy) foram encaminhados 3
blocos parafinados para analise histopatologica e, na analise das laminas nenhum deles
desenvolveu neoplasia e inflamacdo. Sendo que as caracteristicas de degeneracdo foram
evidenciadas de forma moderada em todas as lIaminas e, as caracteristicas de hiperplasia leve
(figura 13) na maioria das laminas.

Ocorreram 50% de hiperplasia leve e 25% de hiperplasia moderada e, 75% das
caracteristicas de degeneracéo foram descritas como moderada. N&o ocorreram caracteristicas

inflamatorias e nem de neoplasia.
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Figura 13 — Fotomicrografia da sec¢do histologica de prdstata de camundongo de grupo
Ciclofosfamida (Cy) exibindo acinos com areas de hiperplasia (setas). Coloracdo de HE.
Aumento de 10X.
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Dos animais imunossuprimidos com dexametasona (Dx) foram encaminhados 10
blocos parafinados para andlise histopatologica e, na analise nenhum deles desenvolveu
neoplasia e 1 deles observou-se processo inflamatério (figura 15 e 14)) . Com relagdo a

hiperplasia e a degeneracao observou-se variavel escore.

Dos 10 animais imunossuprimidos com dexametasona 50% dos animais
apresentaram lesdo hiperplasica leve e 50% lesdo hiperplasica moderada, 40 % dos animais
apresentaram lesdo degenerativa leve, 40% lesdo degenerativa moderada e 20% lesdo
degenerativa intensa. Com relacéo a inflamacéo observou-se que 10% dos animais apresentou
inflamacéo leve. Com relagéo a presenca de neoplasia o grupo de animais imunossuprimidos

com dexametasona apresentou auséncia de células neoplasicas.
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Figura 14 — Fotomicrografia da seccdo histoldgica de prostata de camundongo de grupo
Dexametasona (Dx) exibindo area de infiltrado inflamatério mononuclear difusamente

distribuido (quadrado). Coloracao de HE. Aumento de 10X
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Figura 15 — Fotomicrografia da sec¢do histologica de préstata de camundongo de grupo
Dexametasona (Dx) exibindo area de infiltrado inflamatério mononuclear difusamente
distribuido (quadrado). C
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Dos animais imunossuprimidos com ciclosporina (CsA) foram encaminhados 10
blocos parafinados para analise histopatoldgica e, na analise 1 (um) deles desenvolveu
neoplasia (figura 16) e 2 (dois) deles observou-se processo inflamatério. Com relagdo a

hiperplasia e a degeneracao observou-se variavel escore.
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Das lesdes hiperplésicas 30% foram leves e 40% foram moderadas, sendo que 30%
tiveram aspecto intenso. Das aspecto de degeneracdo 60% foram leve e 40% foram
moderadas e do aspecto inflamagdo 20% leve, neste grupo observou-se um animal com

neoplasia.

Figura 16 — Fotomicrografia da seccdo histologica de prdstata de camundongo de grupo

Ciclosporina (CYa) exibindo em area de neoplasia glandular maligna (circulo). Coloragéo de
HE. Aumento de 10X
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Figura 17 — Fotomicrografia da sec¢do histoldgica de prostata de camundongo de grupo

Ciclosporina (CYa) exibindo acino com hiperplasia (setas). Coloracdo de HE. Aumento de
40X
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5.2 Avaliag&o Imuno-histoquimica

A avaliacdo da expressdo Imuno-histoquimica do biomarcador Ki-67 de células
humanas em divisdo celular, realizada no corte histologico das préstatas dos animais dos
grupos Gl, G2, G3 e G4 ndo demonstrou expressdao do biomarcador em nenhuma célula
analisada, que pudesse configurar um crescimento de linhagem celular humana PC-03 nos
referidos animais, ndo sendo identificado tumor de prostata humano nas prostatas de

camundongos.
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6. DISCUSSAO

Inimeros esforcos foram empregados nas Ultimas décadas para a compreensdo do
processo de tumorigénese, onde varios modelos animais foram desenvolvidos, visando
elucidar diversas questdes referentes ao cancer in vivo. A utilizagdo de camundongos como
instrumento de estudos bioldgicos ocorre de modo intenso, principalmente nas areas de
imunologia, oncologia e genética. Essa pratica ocorre por diversas razdes, dentre elas, o fato
das linhagens de camundongos serem altamente padronizadas, possuirem caracteristicas
conhecidas e monitoradas apés varias geracdes, além do fato de compartilharem similaridades
genéticas e fisiologicas com os humanos, permitindo que multiplas caracteristicas da doenca
sejam estudadas nestes modelos (Huang et al., 2016; Clohessy e Pandolfi, 2015; Grabowska
et al., 2014; Banyard et al., 2013; Ittmann et al., 2013).

Existem critérios fundamentais para que um modelo tumoral murino possa ser
utilizado no esclarecimento da tumorigénese: origem e progressdo clonal do tumor; evidéncias
da progressdo tumoral; patologia e histologia tumoral semelhantes a doenca em humanos;
possibilidade de estudar aspectos de invasdo tecidual e o papel da resposta imune contra
tumores; padrdes de expressao génica e a possibilidade de estudo de terapias antitumorais
(Ittmann et al., 2013; Irshad e Abate-Shen, 2013).

Segundo Luchs e Pantaledo (2010) os modelos murinos caracterizam métodos
poderosos para elucidar os mecanismos subjacentes a progressao tumoral e a metastase, além
de permitir o desenvolvimento de drogas especificas para o tratamento de pacientes com
cancer e se apoiando nestes argumentos e nos citados nos paragrafos anteriores que se
estabeleceu o presente estudo prop6s desenvolver um modelo experimental de cancer de
préstata em camundongo humano que nos permitisse o estudo do desenvolvimento tumoral,

bem como suas interacfes com seu microambiente.

O camundongo Hairless € um camundongo sem pelos devido a um gene recessivo
autossdémico, situado no cromossomo 14. Sendo essa mutagdo identificada originalmente em
um camundongo capturado em um aviario de Londres. Os Animais homozigotos hascem com
pelagem normal, mas apds 10 dias o pelo comeca a cair, podendo voltar acrescer em pequenos
tufos que logo caem, permanecendo sem pelos por toda a vida, ndo apresentando deficiéncias
imunoldgicas severas como as encontradas no camundongo nude. A sua baixa resposta

imunoldgica se deve a deficiéncia de células T helper, (ANDRADE, 2002).
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Os linfécitos T helper podem ser classificados em células Thl e células Th2. De
acordo com os estimulos recebidos linfocitos Thl, secretam interferon-y, fator de crescimento
transformador beta, TNFa e IL-2,que colaboram com a funcdo citotoxica dos linfdcitos
CD8+, induzem a autorregulardo do processamento de antigeno nos proteossomas, induzem a
expressdo MHC de classe | e Il e podem induzir outros antigenos relacionados a células
neoplésicas. Os linfocitos Thl também aumentam a resposta imune anti-tumor estimulando a
ativacdo de macrofagos (BALKWILL, MANTOVANI, 2001; DeNARDO, COUSSENS,
2007).

E amplamente conhecido que as células T CD4* possuem um papel diferencial no
desenvolvimento tumoral e que as células Thl podem reprimir o crescimento tumoral
secretando IFN-y e apoiando a atividade de linfocitos T citotoxicos. (SPITet al., 2018;
SPINNER et al., 2019).

Como observado acima, apesar de ndo indicarem uma verdadeira imunodeficiéncia, a
auséncia de células T helper no camundongo Harless poderia favorecer o desenvolvimento do
CP e, com isso, possibilitar uma maior taxa de positividade no modelo, o que ndo foi
evidenciado em nosso estudo onde nédo foi observado a presenca de células PC3 humanas nas
préstatas dos animais analisado. Tal achado pode indicar que devido a resposta imune do

hospedeiro as células inoculadas foram neutralizadas e eliminadas.

A dexametasona (Dx) se mostra uma droga fortemente supressora frente a resposta
imune celular tendo seu efeito direcionada a populacédo de linfécitos T. sendo demostrada uma
diminuicdo significante dos linfocitos T circulantes em especial no 14 dia do inicio do
tratamento. A Dx também demonstra uma diminuicdo significante dos linfécitos B CD19"
(LILL-ELAGHANIAN et al., 2002; PEREIRA et al. 2008).

A imunossupressdo de CsA promove uma reducdo dos linfocitos TCD3* em 14 dias e,
uma reducéo dos linfocitos B CD19" aos 7 e 14 dias de tratamento, com um aumento aos 28
dias. Na analise histopatoldgica do baco de animais imunossuprimidos com CsA se observa

uma discreta reducéo celular da polpa branca do bago (PEREIRA, et al. 2008)

A imunossupressdo com Cy demonstra uma diminuicdo do linfdcito T e B circulantes
em um periodo experimental de 28 dias, evidenciando uma reducdo progressiva mais
homogénea destes linfocitos (PEREIRA, et al,2008).
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Portanto, o efeito imunossupressor dos trés farmacos, Cy, Dx e CsA fica evidenciado
pela reducdo dos numeros totais de Linfocitos circulantes (PEREIRA, et al., 2008); como
relatado anteriormente a baixa resposta imunologica dos camundongos Hairless se deve a
deficiéncia das células T helper e os mesmos podem ser classificados em células Thl e Th2
onde os Thl aumentam a resposta imune anti-tumor estimulando a ativacdo de macréfagos.
Assim sendo, era esperado que no presente estudo utilizando as trés drogas
imunossupressoras obteriamos uma diminuicao destas populacdes de linfdcitos, criando uma
condicdo ideal ao desenvolvimento tumoral humano nos animais inoculados. Fato este, que

ndo foi observado em nosso experimento.

A inflamacdo é o mecanismo natural para reparar e restaurar um dano tecidual, onde
as plaquetas direcionadas ao local liberam Fator de Crescimento Derivado das Plaguetas
(PDGF), com a fung&o de recrutar as células do sistema imune que irdo produzir mediadores
quimicos como citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, leucotrienos entre outros, enfatizando
gue 0 excesso dessas substancias acarreta o bloqueio da apoptose (Barreto et al., 2011). Como
tumores espontaneos de prostata sdo raros em camundongos, as alteracdes histopatoldgicas
encontradas neste estudo podem sugerir que o desenvolvimento de tumor de préstata em
camundongos nos grupos Co e CsA, além de alteracdes hiperplésicas e degeneragcdes nos
quatro grupos estudados sdo, muito possivelmente, devido a uma resposta ao estresse
oxidativo sofrido pela prostata dos animais em virtude de uma boa resposta inflamatoria a

inoculacdo das células humanas (PC-03).
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7. CONCLUSSAO

Nos animais submetidos a imunossupressdo por dexametasona, ciclosporina
ciclofosfamida ndo apresentaram desenvolvimento tumoral de células PC3 (Células tumorais

prostatica humanas).

Foram observados nos grupos controle e ciclosporina a presenca de neoplasia de
prostata de camundongos e diversas alteracfes histologicas compativeis com hiperplasia e
degeneracéo prostatica o que define que as alteragfes provocadas nos animais do experimento

favoreceram um ambiente proprio para as alteracdes na prdstata murina.
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Apéndice 1

Tabela 2 — Alterac6es histopatoldgicas do grupo Ciclosporina(CsA)

GRUPO | Hiperplasia | Neoplasia | Degeneracdo | Precipitacdo | Inflamacéo
04 proteica

Animal 1 Ausente 2 2 0
01

Animal 1 Ausente 1 1 1
02

Animal 2 Ausente 2 2 0
03

Animal 3 Ausente 1 2 0
04

Animal 2 Presente 1 2 1
05

Animal 3 Ausente 1 2 0
06

Animal 2 Ausente 2 3 0
07

Animal 2 Ausente 2 3 0
08

Animal 1 Ausente 1 0 0
09

Animal 1 Ausente 1 2 0
10

Escore: 0: Ausente; 1: Leve (25%); 2: Moderado (50%); 3: Intenso (75%) e 4 Exuberante (100%).
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Apéndice 2

Tabela 3 - Alteragdes histopalogica do grupo Dexametasona (Dx)

Hiperplasia Neoplasia Degeneracéo Precipitacdo Inflamagao
GRUPO
03 proteica
An i ma| 2 Ausente 3 3 0
01
An | ma| 2 Ausente 1 2 0
02
An | ma| 2 Ausente 1 2 0
03
i 2 Ausente 2 2 0
Animal
04
Animal 2 Ausente 2 2 1
05
i 1 Ausente 3 3 0
Animal
06
i 1 Ausente 2 2 0
Animal
07
i 1 Ausente 2 2 0
Animal
08
i 1 Ausente 1 1 0
Animal
09
i 1 Ausente 1 1 0
Animal

10
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Apéndice 3

Tabela 4 Alteragdes histopatoldgicas do grupo Ciclofosfamida (Cy)

GRUPO | Hiperplasia | Neoplasia | Degeneracéo | Precipitacdo | Inflamacao
02 proteica
Animal 1 Ausente 2 2 0
02
Animal 1 Ausente 2 2 0
03
Animal 2 Ausente 2 2 0
04

Escore: 0: Ausente; 1: Leve (25%); 2: Moderado (50%); 3: Intenso (75%) e 4 Exuberante
(100%).



Apéndice 4

Tabela 5 — Alteracdes histopatologicas do grupo Controle (Co)

GRUPO | Hiperplasia | Neoplasia | Degeneracdo | Precipitacdo | Inflamacao
01 proteica

Animal 2 Ausente 2 2 0
01

Animal 1 Ausente 2 2 0
02

Animal 1 Ausente 1 1 0
03

Animal 2 Ausente 1 1 0
04

Animal 1 Presente 1 1 0
05

Escore: 0: Ausente; 1: Leve (25%); 2: Moderado (50%); 3: Intenso (75%) e 4 Exuberante

(100%).
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ANEXO 1

Certificado comissao de ética

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacgéo
Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

@ E R T % BETRCEARDEC)

Certificamos que a proposta intitulada “Modelo experimental de tumor
ortotépico de prostata humano xenotransplantado em camundongos
imunossuprimidos farmacolégicamente”, registrada com o n° 946/2018, sob a
responsabilidade de Rondon Tosta Ramalho - que envolve a utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFMS, na 42 reuniao

ordinaria do dia 17/05/2018.

FINALIDADE ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 1°/05/2018 a 31/12/2019
Espécie/Linhagem/Raca Mus musculus / Hairless
N° de animais 40
Peso/ldade 30 - 35g / 6 — 8 semanas
Sexo Machos
Origem Biotério Central/INBIO/UFMS

Joice Stein
Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 18 de maio de 2018.

Comiss3o de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua.propp@ufms.br
fone (67) 3345-7925
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ANEXO 2

Qualis darevista

Qualis Periodicos

* Evento de Classificagdo:

CLASSIFICACOES DE PERIODICOS QUADRIENIO 20132016 ¥

Area de Avaliagio:

¥ | INTERDISCIPLINAR E

ISSN:

Y | 2411-2933

Titulo:

Classificagao:

| - SELECIONE - v

Periodicos

2411-2933 INTERNATIONAL JOURNAL FOR INNOVATION EDUCATION AND RESEARCH INTERDISCIPLINAR



