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EPIGRAFE

“Eu aprendi...
...que ignorar os fatos ndo os altera;

Fu aprendi...
...que quando vocé planeja se nivelar com alguém, apenas
esta permitindo que essa pessoa continue a magoar vocé;

Fu aprendi...
...que o AMOR, e ndo o TEMPO, é que cura todas as feridas;

Eu aprendi...
...que ninguém é perfeito até que vocé se apaixone por essa
pessoa;

Eu aprendi...
...que a vida é dura, mas eu sou mais ainda;

Eu aprendi...
...que as oportunidades nunca sdo perdidas; alguém vai
aproveitar as que vocé perdeu.

FEu aprendi...
...que quando o ancoradouro se torna amargo a felicidade
val aportar em outro lugar;

FEu aprendi...
...Jque ndo posso escolher como me sinto, mas posso escolher
o que fazer a respeito;

Eu aprendi...

...que todos querem viver no topo da montanha, mas toda

felicidade e crescimento ocorre quando vocé estd escalando-
ay

FEu aprendi...

...gue guanto menos tempo tenho, mais coisas consigo
fazer.”

(William Shakespeare)
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Desenvolvimento do cultivo 3D a partir de células
primarias de neoplasias mamarias caninas. Estudo da
apoptose sobre efeito ou ndo da carboplatina.

RESUMO - Em medicina veterinaria, 0s tumores mamarios de cadelas possuem
alta casuistica e 0 seu progndéstico, em muitos casos, ja desfavoravel. Dessa
forma, é imperioso desenvolver formas eficientes para estudar o comportamento
dessa neoplasia, utilizando cultivos celulares para aplicacdo de testes
guimioterapicos associados a expressao de indutores da apoptose. Assim 0
objetivo desse estudo foi realizar o cultivo, em 3D, de tumores mamarios,
mimetizando o ambiente tumoral “in vivo’, em substituicio aos testes
experimentais com animais e cobaias de laboratorio. Adicionalmente, pretendeu-
se analisar a expressao das proteinas caspase 2, 3, 8, 9, Bcl-2 e Bax em células
ap6s o tratamento com carboplatina (dose 1,25uM), e a p53 em cultivo
monocamada em células de baixa e alta passagem (20 até 58, respectivamente).
O cultivo em 3D demonstrou ser uma boa ferramenta para o estudo “in vitro”. Os
esferoides formados diminuiram de tamanho apds tratamento com carboplatina.
A expressao de Bcl-2, em duas amostras, indicou resisténcia a carboplatina em
dois tipos histologicos (carcinoma solido e carcinoma espinocelular). As
caspases 2 e 3 ndo foram expressas em amostras tratadas, indicando que a
carboplatina ndo causa morte celular pela apoptose. A p53 foi marcada no nucleo
e no citoplasma, indicando anormalidade nessa proteina, que pode estar
associada a progressdo maligna em neoplasias. Todos o0s ensaios
desenvolvidos no cultivo 3D mostraram que € possivel, com essa técnica,
aprofundar os estudos sobre as neoplasias mamarias em caes, podendo

contribuir para novas descobertas referente ao progndstico e novos tratamentos.

Palavras-chave: Técnicas de culturas celulares, Neoplasias Mamarias — caes,
Apoptose, Quimioterapia



Development of 3D culture of primary cells from canine
mammary tumors. Study of the effect of carboplatin
during apoptosis.

SUMMARY - In Veterinary Medicine canine mammary tumors have high casuistry
and in many cases bad prognosis the prognosis is bad. Thus it is imperative to
develop efficient ways to study the behavior of this tumor using tissue culture
tests for applying chemotherapeutic associated with expression inducers of
apoptosis. The aim of this study was to grow cells of breast tumors in 3D culture
where can mimic the environment “in vivo”. Additionally, analyze the expression
of the caspase protein 2, 3, 8, 9, Bcl-2 and Bax and cells after treatment with
carboplatin (dose 1.25 mM). Thus, analyse of p53 cells in monolayer culture in
high-pass (up to 58 passages) and low-pass (up to 20 passages). The spheroids
formed decreased in size after treatment with carboplatin. The expression of Bcl-
2 in both samples showed resistance to carboplatin in two histological types (solid
carcinoma and squamous cell carcinoma). The caspase 2 and 3 not expressed
in treated samples indicating that carboplatin does not cause cell death by
apoptosis. P53 showed cytoplasmic and in the nucleus, indicating that abnormal
protein may be associated with malignant progression in cancer. All assays
developed in 3D culture showed that it is possible with this technique, further
studies on mammary tumors in dogs that can contribute on new discoveries

regarding the prognosis and treatments.

Keyword: 3D Culture, Canine Mammary tumor, apoptosis, chemotherapy
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l. INTRODUCAO E OBJETIVOS

As neoplasias sdo enfermidades comuns em caes e sao a principal causa
de morte em animais idosos (BENTUBO et al., 2007). Tal fato pode estar atrelado
ao aumento da longevidade dos animais de companhia nos ultimos tempos,
sendo decorrente do desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas de
prevencao de doencas infecciosas e parasitarias, nutricao, terapéutica e pratica
médica (WITHROW, 2007).

Os tumores mamarios acometem tanto caes, como humanos,
representando 50% de todas as neoplasias malignas e benignas nos cées
(SORENMO, 2003; HELLMEN, 2005).

A semelhanca compartilhada entre as neoplasias em cadelas € grande,
abrangendo aspectos epidemiolégicos, morfologicos e clinicos, assim como
pelas caracteristicas histopatoldégicas e comportamento biologico. Por esse
motivo, é possivel utilizar modelos caninos para o estudo da biologia do cancer,
como também para testes com agentes terapéuticos (SORENMO, 2003).
Semelhancas moleculares, também, ja foram detectadas em alteragcbes na
expressdo de proteinas associadas a proliferacdo celular, apoptose e
diferenciacao celular e mutacdes em genes, incluindo BRCA1, BRCA2, c-erB-2
e p53 (KUMARAGURUPARAN et al., 2005)

As neoplasias mamarias em cadelas sao consideradas ideais para a
avaliacdo comparativa dos mecanismos moleculares envolvidos na
carcinogénese (SORENMO, 2003). Porém, o uso de modelos animais ou
humanos em experimentos €, muitas vezes, limitado devido a varios fatores
como disponibilidade de animais, viabilidade dos procedimentos nos testes e,
também, pelas preocupagdes éticas sobre o desconforto ou dor que pode causar
ao animal ou ao homem. O uso de tecidos de cadaveres poderia ser uma
alternativa, porém, ndo é indicado, pois 0s mesmos podem carrear outras
doencas ou variagdes genéticas, que podem influenciar o resultado de estudos,

principalmente, aqueles relacionados aos testes com farmacos quimioterapicos
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(NELSON et al., 2005; GRIFFITH et al., 2006; MIKOS et al., 2006; SNIADECKI
et al., 2006; YAMADA et al., 2007).

Tais limitagbes favorecem a escolha de modelos “in vitro” para o estudo
dos mecanismos bioldgicos envolvidos na formacao das neoplasias, testes com
farmacos com a finalidade de estabelecerem doses ou mesmo, para a
descoberta de novas substéancias (ELLIOTT et al., 2011).

Os modelos de estudo ‘in vitro” podem ser controlados, diminuindo-se a
possibilidade de erros durante o experimento, além de serem, geralmente,
menos dispendiosos. Outras vantagens apontam pela rapidez na busca de
resultados, comparativamente aos modelos animais, além de permitirem o
estudo de um numero maior de combinagbes, com diferentes parametros
(NEWSAM et al., 2005).

O método de cultivo em trés dimensdes (3D) € muito eficiente quando
comparado aos modelos em monocamadas, ou seja, em duas dimensdes (2D).
O mesmo pode proporcionar um microambiente celular semelhante ao
microambiente observados nos tecidos vivos. Esta caracteristica possibilita que
as informac0fes obtidas sejam mais proximas da realidade, diminuindo, assim,
possiveis erros de interpretaces, o que € fundamental nos testes utilizando
farmacos quimioterapicos, estimulos ambientais, estudo de comportamento e
funcdes celulares, além dos eventos moleculares envolvidos, como a expressao
de genes, fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas, entre outros (NELSON et al.,
2005; GRIFFITH et al., 2006; MIKOS et al., 2006; SNIADECKI et al., 2006;
YAMADA et al., 2007). Outra vantagem deste método é a formacédo do Iimen
observado em neoplasias de mama e a possibilidade do uso em co-cultivo de
diferentes linhagens de células, como por exemplo, adicionar fibroblastos,
células endoteliais e do sistema imune com células neoplasicas, permitindo,
assim compreender a interacdo estroma-parénquima (FEDER-MENGUS et al.,
2008; MORALES et al., 2009; PIETRAS et al., 2010).

Pela elevada incidéncia das neoplasias de mama em cadelas, ressalta-se
gue o tema requer novas e originais investigacdes. Justificam-se a condugéo de

pesquisas voltadas ao melhor entendimento da biologia molecular dos tumores,
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bem como, a descoberta de novos farmacos quimioterapicos e sua eficiéncia na
promocdo da morte de células tumorais. Assim, o principal objetivo desse
trabalho foi o de estabelecer uma padronizacdo da técnica “in vitro” pelo do
cultivo em 3D para que, futuramente, possa ser um modelo para a realizagéo de
estudos versando sobre avaliacdes da eficiéncia ou resisténcia de farmacos,
mecanismos de interacdo ceélula-célula, célula e o microambiente, fatores de
crescimento, assim como acompanhar e compreender os fatores regulatorios

relacionados a interacdo estroma-parénquima e a morfogénese luminal.

Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Neoplasia de Glandula mamaria em cadelas

A neoplasia de glandula mamaria é a afeccdo mais comum entre os
mamiferos, sendo que a espécie canina € uma das mais acometidas. Existem
varios tipos histologicos que classificam a neoplasia de mama em caes,
tornando-a conhecida por sua heterogeneidade (KARAYANNOPOQULOU et al.,
2001; SIMON et al., 2006).

Entre os fatores de risco que contribuem para o aumento de cées afetados
por essa neoplasia citam-se: a idade avancada, cadelas nado castradas,
nuliparas, ciclo estral irregular, obesidade em cadelas jovens, hiperplasia
endometrial cistica, dieta rica em carne bovina ou suina e o uso da progesterona
no tratamento de outras afeccdes (PEREZ et al., 2000). O diagndstico inclui a
histdria clinica e de um exame fisico completos do animal. Os cdes com tumores
da glandula mamaria em estagios avancados ou com carcinomas inflamatérios
apresentam-se, clinicamente, doentes com alteracbes no hemograma,
coagulopatias e metastases (MARCONATO et al., 2009). A citologia aspirativa
pode ser realizada, inicialmente, na formacdo neoplasica para confirmar se é
uma neoplasia maligna ou benigna e também nos linfonodos para verificar
presenca de metastases. Porém, o padrdo ouro para o diagnostico e
classificacdo tumor de glandula mamaria € o exame histopatolégico e a

classificacdo realizado de acordo com o sistema TNM (tumor, linfonodo,
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metastase). Portanto, para o diagnostico completo de um cdo com neoplasia
mamaria, sdo necessarias informa¢des sobre o tamanho do tumor, alteracdes
em linfonodo e presenca de metastases (SORENMO et al., 2011).

A taxa de malignidade das neoplasias da glandula mamaria em cadelas
varia entre 41% e 53% nos animais acometidos (KARAYANNOPOULOU et al.,
2001; CASSALI et al., 2011). O seu comportamento invasivo pode ser variavel,
com rapida ocorréncia de metastases ou com desenvolvimento lento, que pode
perdurar por alguns anos para a disseminacao em 6rgaos viscerais (KIM et al.,
2004). As metastases constitui na causa de morte mais comum em animais, e
pode ocorrer em aproximadamente 50% dos casos. Acredita-se que em algum
momento durante a progressao do tumor mamario, haja perda do controle dos
mecanismos do ciclo celular das células tumorais (KLOPFLEISCH et al, 2009;
KLOPFLEISCH et al, 2010). Sendo assim, estudos empregando a biologia
molecular e técnicas de clonagem de DNA ainda sdo conduzidos na tentativa de
esclarecer os mecanismos da carcinogénese dessa neoplasia (KLOPFLEISCH
et al, 2010). Com os avancos das técnicas no estudo dos tumores, é possivel
obter um melhor entendimento dos eventos celulares que ocorrem durante a
transformacao maligna, apesar da sua complexidade. Com isto, a elaboracao de
novas terapias é necessaria com o intuito de melhorar o prognéstico para os
pacientes (KLOPFLEISCH et al, 2010).

O tratamento de eleicdo para essa neoplasia € o cirlrgico, exceto nos
casos onde h& presenca de metastase avancada ou em carcinomas
inflamatérios. (SMITH et al.,1984; KARAYANNOPOULOU et al., 2001; SIMON
et al., 2006).

A quimioterapia pode ser realizada em casos de metastases ou no poés-
operatério. Os farmacos comumente utilizados sdo a ciclofosfamida e a
doxorrubicina. Porém, como o tumor mamario em cadelas possui grande
heterogeneidade, torna-se dificil predizer a sensibilidade ao quimioterapico em
diferentes tipos histolégicos. Outra caracteristica que dificulta a escolha do
farmaco € que nem sempre as metastases a distancia possuem a mesma
caracteristica do tumor primario (QUEIROGA e LOPES, 2002)
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Apesar da comprovacao de algumas teorias de que as neoplasias séo
resultantes de anomalias genéticas, principalmente aquelas relativas aos
oncogenes e genes supressores de tumor, novos estudos séo essenciais para a
descoberta de novas vias e de moléculas que participam das transformacfes
celulares, nesta doenca, até a sua progressao maligna, que, quase sempre,
culminam em metastase (KLOPFLEISCH et al, 2010).

2.2. Modelos de cultivo celular

O crescimento e a manutencao de qualquer tecido normal dependem de uma
série de interacdes celulares em um microambiente contendo diferentes fatores
de crescimento, horménios e moléculas de adeséo, assim como, uma complexa
matriz molecular extracelular (KIM et al., 2004). Estudos anteriores sobre
fisiologia da mama humana normal e do tumor de mama, foram
significativamente prejudicados pelas limitagcdes inerentes aos modelos
experimentais quando avaliados em sistema de cultivo em monocamada ou
bidimensional (2D) (KIM et al., 2004). Entre as principais limitagdes do cultivo 2D
gue desfavorecem um estudo aprofundado sobre a interacdo entre células,
estdo: 1) auséncia de estroma, que no caso da glandula maméaria constitui cerca
de 80% de seu volume, quando em repouso; 2) a falta de arquitetura estrutural,
gue limita o transporte de substancias entre células; e 3) alguns tipos de células
epiteliais normais, que ndo sdo capazes de aderir e crescer em um substrato
artificial, como no cultivo 2D. Além de todos esses fatores desfavoraveis, esse
sistema de cultivo ndo fornece semelhanca fisiolégica com o ambiente de
crescimento do tumor “in vivo” (KIM et al., 2004; LI & LU., 2011).

Os estudos investigativos sobre a biologia dos carcinomas mamarios, torna-
se necessario manter ou recriar uma arquitetura em 3D do tecido em cultura,
com o intuito de mimetizar a interagé@o de células tumorais com o estroma celular,
como no ambiente “in vivo” (KIM et al., 2004).

Embora o modelo de cultivo em monocamada seja 0 mais utilizado em
pesquisas oncoldgicas, principalmente aquelas relativas as neoplasias

mamarias, devido a boa viabilidade que essas células apresentam nesse meio,
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considera-se fundamental ampliar os estudos mimetizando o microambiente de
um tecido intacto, o que € possivel com um sistema de cultivo 3D (KIM et al.,
2004).

A grande vantagem da utilizacdo do cultivo 3D é permitir o estudo de
mecanismos de sinalizacdo intracelular e efeitos de agentes antitumorais em
uma situacdo semelhante ao ambiente “in vivo”. Além de tratar de um
procedimento simples e de baixo custo, quando comparado a complexidade de
pesquisas com ceélulas no ambiente ‘in vivo” (YAMADA et al.,2007). Outra
vantagem aponta para um crescimento celular em um ambiente 3D organizado
e dependente de interacdes imediatas com células vizinhas e com a matriz
extracelular (MEC). Os receptores de superficie das células ligam-se & proteinas
no MEC e determinam sinais bioquimicos que, ap0s serem interpretados,
culminam em diferenciacéo, apoptose, proliferacdo ou invasao celular (PATEL
et al., 2011).

As culturas em 3D podem ser importantes no estudo dos efeitos de
guimioterapicos em diversas neoplasias e no desenvolvimento de um modelo
experimental que permitird a reducédo do uso de animais em pesquisas. Investir
em estudos desta natureza pode resultar em melhoria da eficiéncia dos cultivos
celulares, reduzindo-se os custos em pesquisa, além de permitir a identificacéo
de novos farmacos, reduzindo o tempo de seu desenvolvimento pela industria
farmacéutica (PATEL et al., 2011).

As células, quando cultivadas no sistema 3D, formam estruturas
denominadas de esferoides multicelulares. Os esferoides tumorais multicelulares
sdo pequenos e constituidos de células e estroma. Eles apresentam em seu
interior, uma heterogeneidade celular, com formacdo de microambiente e
diferentes exposic¢des a diversos constituintes como nutrientes e oxigénio. Pelo
fato destas caracteristicas mostrarem-se muito semelhantes aos tumores
avasculares “in vivo”, a cultura de células 3D avancou em diversas linhas de
pesquisa, tornando-se um modelo bastante utilizado em ensaios radiologicos e

qguimioterapicos (KIM et al., 2004).
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2.3. Esferoides em ensaios quimioterapicos

A capacidade dos esferoides de simular um ambiente semelhante ao
neoplasico “in vivo”, fez do cultivo 3D uma ferramenta importante para verificar
a eficacia de diversos farmacos, além de permitir melhor compreensédo dos
mecanismos de interacdo celular (ELLIOTT et al., 2010). Em estudos anteriores,
comprovou-se que, no cultivo em 3D, h& elevada resisténcia aos farmacos
guimioterapicos, proporcionando dados semelhantes aos observados no
ambiente “in vivo”. O motivo provavel dos mecanismos dessa resisténcia aos
guimioterapicos pode estar relacionada a interacdo entre células, como também,
as substancias liberadas pelas células neoplasicas, como aquelas existentes nas
neoplasias solidas cultivadas ‘in vivo” (ELLIOTT et al., 2010).

O uso do cultivo 3D e a formacéo de esferoides possibilitaram uma maior
compreensao da importancia dos constituintes do meio extra-celular, dos
receptores no microambiente de células neoplasicas e das vias de sinalizacao
gue operam predominantemente no sistema 3D e, com isso, hovas terapias
podem ser descobertas (KIM et al., 2004).

O controle do ciclo celular € um importante fator de crescimento nas
neoplasias em geral, promovendo o desenvolvimento do tumor. Farmacos
guimioterapicos, como a carboplatina, sdo capazes de interromper o ciclo celular
e promover a morte de células, tornando-se uma ferramenta essencial ao
tratamento de neoplasias (KELLAND, 2007).

A carboplatina € um agente quimioterapico derivado da platina, que foi
desenvolvido com o objetivo de diminuir a toxicidade apresentada pela cisplatina
(RANGEL et al., 2009). A sua acéo inicia-se no DNA, porém o mecanismo de
como ocorre o dano no material genético ndo € completamente compreendido
(OTT et al., 2007). Em estudos recentes, avaliou-se a eficacia da carboplatina
associada ao anti-inflamatério ndo esteroidal ndo seletivo ou Cox-1/Cox-2 para
tratamento de carcinoma de glandulas mamarias, sendo demonstrado uma boa
evolugcdo clinica, sem recorréncia, de metastases, além da sua facil
administracdo e melhoria consideravel da vida do paciente, com minimos efeitos
colaterais (SOUZA et al, 2012; LAVALLE et al, 2012).
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2.4. Apoptose

A morte celular programada, ou apoptose, €& essencial para o
desenvolvimento e homeostase dos tecidos. Mudancas no equilibrio bioquimico
induzem a inibicdo do programa de morte celular. A elucidacdo das vias que
levam a apoptose torna-se assunto de interesse, que pode fornecer informacdes
sobre resisténcia a farmacos, além de facilitar o desenvolvimento de novas
terapias quimioterapicas (MOUBARAK et al., 2007).

A apoptose € caracterizada pela regulagdo morfolégica como retracao
celular, contracdo da membrana plasmatica, quebra nuclear e fragmentacéao do
acido desoxirribonucleico (DNA) (LUO et al.,1998). E um processo que também
pode ser mediado por regulacdo bioguimica, com o envolvimento de
mecanismos homeostaticos, néo fisioldégicos, com finalidade de reconhecimento,
resposta e remocao celular, regulando, assim, os microambientes de tecidos
normais ou neoplasicos (GREGORY et al., 2010).

A morte celular programada pode ser controlada por duas vias principais,
a via extrinseca, também nomeada de via de receptor de morte celular, e a via
intrinseca ou via mitocondrial, que depende do envolvimento de proteinas
pertencentes a familia Bcl-2, e que afetam a integridade da membrana externa
mitocondrial (MEM) (KORSMEYER, et al., 1999). Ambas convergem com
liberacdo de proteases de cisteina da familia caspase, que s&o responsaveis
pela execucdo da apoptose (HENGARTNER, et al., 2000; YING et al., 2007;
GREGORY et al., 2011).

As células de carcinoma mamario sofrem inimeros estimulos que podem
desencadear em apoptose mas, de alguma forma, a morte celular pode ser
evitada e as células continuam sua proliferacdo. Existe a hipotese de que
ocorrem defeitos dos sistemas de vigilancia celular como, por exemplo, nas
respostas a danos no DNA ou na ativacao de inibidores da apoptose ou, também,
podem existir falhas na funcéo de moléculas pro-apoptéticas. Estudos tém sido
direcionados na hipétese de que existem defeitos nas vias que levam a apoptose

de carcinomas mamarios, pela analise de padrdes de expressao de genes que
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desencadeiam tais vias, associando, tal resposta, aos danos causados no DNA
(KLOPFLEISCH et al., 2011).

Um dos principais reguladores envolvidos na fase inicial da indu¢éo da
apoptose é a proteina supressora de tumor p53. Em casos severos de danos ao
DNA, a p53 ativada acumula-se na célula interrompendo o ciclo celular, que pode
ativar a resposta a danos no DNA ou induzir a apoptose. E esse processo ocorre
pela via de ativacéo da proteina pro-apoptotica Bax (GASCO et al., 2002; DEGLI
et al 2003). A ativacédo da Bax leva a apoptose, estando relacionada as caspases
8, 9 e a caspase efetora 3, sendo que, esta Ultima, degrada a maioria das
proteinas celulares (KLOPFLEISCH et al., 2011).

2.4.1. A proteina p53

Atualmente, o supressor de tumor e inibidor de crescimento celular melhor
caracterizado € a proteina p53. Esta proteina pode ser ativada por varios fatores,
como por exemplo, estresse oxidativo e danos ao DNA, que interrompem o ciclo
celular levando a morte por senescéncia. A p53 bloqueia o ciclo celular mediada
pelo aumento da transcricdo da p21 que, por sua vez, inibe a ciclina E/Cdk2 na
transicdo da fase G1 para a fase M do ciclo celular. O impacto dos niveis de
expressdo da proteina p53 sobre a atividade funcional do carcinoma mamario
constitui-se em tema de muitas pesquisas, mas sua relevancia no prognostico
tumoral ainda é questionavel (KLOPFLEISCH et al., 2011). A proteina p21 é
expressa em carcinomas metastaticos em caes e o aumento de sua expressao
em neoplasias de mama pode ser uma tentativa de induzir a p53 a inibir a
progressédo do ciclo celular, porém essa tentativa falha na maioria das células
tumorais (KLOPFLEISCH et al., 2011).

A inativacdo da p53 ndo ocorre somente por mutagao e supressao da p53,
mas também pela interrup¢ao das vias que regulam sua atividade proteica como,
pela via da Mdm-2 (DEYOUNG et al, 2007). Estudos jA demonstraram as
interacdes entre as proteinas da familia Bcl-2 com a proteina p53 (FIGURA 1);
tais proteinas utilizam regiées do DNA no gene TP53 de maior similaridade entre
os membros da familia Bcl-2 (COLLAVIN et al., 2010). Segundo
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Kumaraguruparan et al. (2006), o aumento da expressdo da Bcl-2, geralmente

esta associada também a expressdo da p53 mutante.

2.4.2. O controle da apoptose pela familia Bcl-2

A familia Bcl-2 é constituida por proteinas antiapoptéticas que possuem 4
homologos com dominio BH (Bcl-2, Bcl-X., Bcl-w, Mcl-I e Bfl-l (Bcl-2A1)) e pro-
apoptéticas, Bax, Bak e Bok, que séo divididas em trés dominios BH (BH1, BH2
e BH3) e as Bim, Bad, Bik, Bmf, Bid, Noxa e Puma que possuem somente 0
dominio BH3 (ADANS et al., 2007). Os multiplos dominios das proteinas pro-
apoptéticas Bax e Bak séo frequentemente solicitados no processo de apoptose
(WEI et al., 2001). A Bax, inicialmente, permanece na forma inativa no citosol,
mas pode se submeter a mudancas em sua conformacdo e migrar para a
mitocondria, quando ha estimulos apoptoticos (BILLEN et al., 2008;
YAMAGUCHI et al., 2004; HSU et al., 1997; WOLTER et al., 1997).

Existem dois modelos de ativacdo de Bax e Bak. Um modelo indireto,
onde a Bax e a Bak devem estar sempre ligadas a proteinas antiapoptéticas para
impedir sua ativacdo (WILLIS et al., 2005 ; WILLIS et al., 2007; CHIPUK et al.,
2008; GAVATHIOTIS et al., 2008). Neste modelo, ha sobrevivéncia da célula e
toda proteina, Bax e Bak, deve estar vinculada a uma proteina antiapoptética,
como a Bcl-2 ou Mcl-1 (JOSLYN et al., 2009). O modelo direto de ativacdo da
Bax e Bak, ocorre por proteinas ativadoras, tais como Bid, Bim, Puma e p53, que
interagem e induzem mudancas na conformacao de Bax e Bak (LOVELL et al.,
2008).

A expressdo da Bcl-2 ou de outras proteinas antiapoptéticas, incluindo
Mcl-1, Bcl-XL, Bcl-w e BFL-1, blogueiam a morte celular em resposta a uma
variedade de insultos, impedindo a ativagdo e homo-oligomerizagcédo de Bax e
Bak (JOSLYN et al., 2009). As proteinas antiapoptoéticas, Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-,
Bcl-w e Bfl-1, ligam-se e sequestram as pro-apoptéticas incluindo as BH3, Bax e
Bak, a fim de prevenir a apoptose. Proteinas sensibilizadoras provocam a
apoptose por inibir essa interagdo (CERTO et al., 2006; CHEN et al.,2005;
KUWANA et al., 2005; OPFERMAN et al., 2003).
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Certas células neoplasicas dependem da Bcl-2 e de outras proteinas
antiapoptéticas para sobreviverem (OLTERSDORF et al., 2005; TSE et al.,
2008). Algumas terapias moleculares voltadas as proteinas antiapoptéticas
como a Bcl-2, podem induzir a apoptose em células neoplasicas (JOSLYN et al.,
20009).

2.5. Esquema: regulacdo da apoptose - ativacdo e inibicao

Vias da apoptose mediada por: p53, Bax, Bcl-2 e caspases 2,3,8 e 9.
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FIGURA 1 - llustragcdo esquematica das vias reguladores da apoptose.
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[I. OBJETIVOS

Frente ao contingente de informagdes técnicas sobre cultura de tumores
e expressao de agentes pro e antiapoptéticos, é consenso que o estudo de novos
aspectos sobre eles seja assunto que mereca novas e originais investigacoes.
Com a pesquisa, pretendeu-se realizar ensaios “in vitro” com células de
carcinoma de glandula mamaria de cadelas, devido a alta ocorréncia dessa

neoplasia em animais da espécie canina, tendo-se por objetivos:

1. Estabelecer condi¢cfes ideais de cultivo para neoplasias mamarias de
cadelas, com técnica 3D;

2. Avaliar a atividade anti-neoplasica “in vitro” da carboplatina em cultivo 3D;

3. Analisar a exequibilidade das técnicas de Imunofluorescéncia (IF) e
imunocitoquimica (IC) e moleculares em culturas em monocamada e em
3D;

4. Determinar o periodo em que ocorre a formacao dos esferoides em cultivo
3D, a fim de possibilitar a realizacdo de ensaios “in vitro” sobre os

mecanismos envolvidos na carcinogénese.
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V. MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi submetido a anélise do Comité de Etica no Uso dos

Animais (CEUA) e aprovado sob nimero de processo 02070-2011 (APENDICE).
4.1. Amostras

As amostras de neoplasias de mama, de aproximadamente 1-cm? foram
colhidas com os cuidados de assepsia e antissepsia rotineiros junto a rotina
hospitalar do Hospital Veterinario da FMVA-UNESP de Aragatuba, durante os
procedimentos cirdrgicos de mastectomia radical previamente determinados.
Para a realizacdo de todos os testes experimentais propostos nesta pesquisa,
foram colhidas 10 amostras de tumores de mama em cadelas. Os tumores foram
classificados de acordo com o sistema TNM preconizado pela Organizacéo
Mundial de Saude, onde T significa o didametro maximo do tumor, N o
envolvimento de linfonodos regionais e M evidéncia de metastases a distancia
(OWEN, 1980; BRODY et al., 1983; ELLIS et al., 1991; SORENMO et al., 2011,
CASSALI et al., 2011). Finalizada a coleta, as amostras, sob-refrigeracéo, foram
transportadas para o Laboratorio de Virologia Veterinaria em tubos assépticos
conicos (Falcon®, Becton Dickinson, Franklin Lopes, NJ, USA) e, imediatamente,
preparados para o cultivo “in vitro”. Ainda, outros fragmentos das mesmas
amostras foram fixados em solucdo de formaldeido a 10% por 48 horas e
processados de acordo com a técnica de inclusdo em parafina, para o
diagndstico anatomopatolégico do tumor, empregando-se 0 exame
histopatolégico, segundo a Organizacdo Mundial de Saude - Instituto de

Patologia das Forcas Armadas Americanas.

4.2. Preparo das amostras para o cultivo em monocamada
aderente

Apbs a coleta das amostras em ambiente asséptico, os fragmentos foram

preparados para o cultivo “in vitro”, adicionando-os em 50 pl de colagenase (10

mg/ml) e 10 ml de meio para cultivo RPMI 1640 (Gibco®-BRL, Gaithersburg,

EUA) enriquecidos com 10.000Ul penicilina, 10 mg estreptomicina e 25 ug
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anfotericina B (Sigma-Aldrich® - St. Louis, MO, USA) e 10% soro fetal bovino
(Gibco®-BRL— Canada, USA) sendo mantidos em tubos conicos de 10 ml
(Falcon, BD). Apds 2 a 3 horas, em banho maria a 36° C, os fragmentos foram
centrifugadas 2,465 x g®5mim (Centrifuge 5810 R, Eppendorf), e separado o
sobrenadante. Em seguida, adicionou-se 0,5 ml de tripsina 0,25% (Sigma-
Aldrich® - St. Louis, MO, USA) e apds 5 min foram novamente centrifugados, e
0 sobrenadante foi removido e trocado por novo meio de cultivo, adicionando os
fragmentos em garrafas de polietileno para cultura de células de 25 cm?, durante
trés dias consecutivos (Falcon, BD®, NJ, USA).

4.3. Diferenciacdo em células epiteliais

Apos trés dias de cultivo sob as condicdes descritas acima, realizou-se a
troca do meio RPMI 1640 pelo meio Dulbecco’s Modified Essential Medium
(DMEN -Gibco®-BRL- Canada, USA), suplementado com as mesmas
concentragfes de penicilina, estreptomicina e anfotericina (Sigma-Aldrich®), 10
% soro fetal bovino (SFB) e 2 mg/ml de L-glutamina (Gibco®) (GALDERISI et
al.,2008). Os cultivos foram avaliados, diariamente, por microscopia invertida até
a formacéo de tapete Unico e continuo (confluéncia), sendo o meio trocado a
cada dois dias. A incubacéao foi mantida com uma atmosfera de 5% de CO; a
temperatura de 38,5 °C (ABBOTT et al., 2009). No momento em que se observou
a confluéncia celular, iniciou-se o processo de tripsinizagdo com 0,25% de
tripsina, na proporcéo de 1:2 e a passagem para novas garrafas (PATEL et al.,
2011). Ao final da quarta passagem, os cultivos foram transferidos para o meio
HUMEC (Gibco®-BRL— Canada, USA) para diferenciacdo das células
mesenquimais para epiteliais, sendo adicionado extrato de hipofise bovina. Apos
a diferenciacgéo, todas as células que apresentavam caracteristicas morfologicas
epiteliais foram divididas por linhagens em dois grupos distintos: o grupo de baixa
passagem (BP), onde foram mantidas no cultivo de 10° até a 20° passagem, € 0
grupo de alta passagem (AP), correspondente as células que continuaram no

cultivo de 30 até 58 passagens.
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Ambos os grupos foram submetidos a imunofluorescéncia para p53 e

inclusos no cultivo 3D para testes imunocitoquimicos (IC) e moleculares.

4.4. Imunofluorescéncia Indireta para avaliacdo do marcador
p53

Para a imunofluorescéncia indireta (IF), as células foram cultivadas em
laminas especificas - “Culture Slides Chamber” (Falcon™, BD, Franklin Lopes,
NJ, USA), contendo 8 pocos . Apos a confluéncia das células, em cada poco foi
adicionado 1 ml de solucéo fixadora (3: acido acético e 2: metanol). A diluicao do
anticorpo monoclonail (anti-p53) (Tabela 1) foi realizada em solucdo PBS +
Tween 0,1 % incubados “overnight”, a temperatura 4°C. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo secundario acoplado ao marcador FITC (Isotiocianato de
Fluoresceina) na diluicdo 1:100, por 30 min a temperatura ambiente e contra-
coloracdo com DAPI. As imagens foram obtidas pelo microscépio fluorescéncia
280 nm AxioCam MRc (Carl Zeiss®, Oberkochen, Alemanha) e processadas com
sistema de andlise de imagem pelo software AxioVision 4.8.3 (Carl Zeiss®). Os

anticorpos e suas diluicbes podem ser visualizados na tabela 1.

4.5. Cultivo tridimensional (3D) e formacéo de esferoides

Foram adicionadas ao cultivo 3D as células do cultivo em monocamada
de BP e AP. Sendo que as células de BP e AP foram inclusas em duplicata para
0S ensaios imunocitoquimico e quimioterapico. O cultivo 3D foi realizado com o
kit AlgiMatrix™ 3D Cell Culture System (Gibco-BRL— Canada, USA) com seis
pocos (PATEL et al., 2011). O protocolo iniciou-se com a adicdo de 3,2 ml da
suspensao das células contendo 0,4 ml do tampdo de endurecimento
AlgiMatrix® em cada poco, e um poco foi separado como controle negativo,
contento somente o meio de cultivo e SFB. O meio foi trocado diariamente e
conduzido o acompanhamento para a formacao de esferoides até o 28° dia. A
documentacdo fotogréfica foi realizada com a camera AxioCam MRc (Carl

Zeiss®, Oberkochen, Alemanha) aos 4°, 9° e 14° dias apds a semeadura das
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células, empregando-se o microscopio invertido Olympus IX 70 (Tokyo, Japan).

~

O esquema demonstrativo encontra-se na FIGURA 2.

Células da neoplasia de mama
cultivadas em monocamada

Esferoides

FIGURA 2 - llustragdo da metodologia do cultivo 3D: I- esquema dos pocos do cultivo
3D com o AlgiMatrix™; Il- Adi¢cdo das células no cultivo (BP e AP); Ill-
formacao dos esferoides; IV- placa com 6 pogos do kit AlgiMatrix™, onde as
células do cultivo em monocamada foram adicionadas para a formacgao dos
esferoides; V- Microscopio de Luz invertida utilizado para a visualizagdo dos
esferoides (Olympus IX 70); VI- Esferoides formados (20x)
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4.6. Ensaios quimioterapicos no cultivo 3D

O tratamento com carboplatina foi realizado com a finalidade de avaliar,
primeiramente, a viabilidade celular em cultivo 3D, a fim de se estabelecer um
modelo “in vitro” para testes empregando farmacos quimioterapicos. Ainda,
avaliar a expressdo de marcadores de apoptose das células neoplasicas
mamarias antes e apos o tratamento. Adicionalmente, foi realizada a avaliagao
da citotoxidade da carboplatina nos diferentes tipos histologicos, avaliando-se o
tamanho e o niumero de esferoides, na presenca do quimioterapico.

Ao término dos 28 dias de cultivo 3D, o grupo das amostras de BP, em
duplicata, foi submetido ao tratamento quimioterapico com a carboplatina na
concentracdo de 10mg/ml (27uM) (Vancel®, laboratérios Pierre Fabre do Brasil,
RJ). A dose utilizada foi previamente estabelecida em testes pilotos para DL50
com a técnica azul de Tripan 0,4% (1,25uM?) (RIZVI et al, 2010). Como nas
placas de cultivo 3D AP separadas para o ensaio quimioterapico ndo haviam
esferoides presentes, néo foi realizado o teste com carboplatina nas amostras
de AP. Os esferoides formados no cultivo em 3D de BP, depois de transcorridos
28 dias, foram fotografados em campos iguais, por trés dias (24h, 48h e 72h)
completando, assim, 31 dias de cultivo sem tratamento. Apds as imagens serem
documentadas, foi adicionado o quimioterdpico nos 6 pocos e, novamente,
realizado o registro fotografico com trés dias para posterior analise. Neste
momento, avaliou-se o efeito citotdéxico do quimioterapico no cultivo 3D, com a
mensuracdo da area dos esferoides, antes e apds o tratamento.

As fotografias, apds 24, 48 e 72h, com e sem 0 quimioterapico, foram
realizadas por documentacéao fotografica com Microscopia invertida (Olympus IX
70) e, a mensuracdo da area dos esferoides foi realizada com o software
AxioVision 4.8.3 (Carl Zeiss®) para posterior comparagdo entre 0s grupos.

Ao final, todas as amostras do cultivo 3D foram processadas e coradas
com H.E com a finalidade de confirmar a presenca de células neoplasicas para

a realizacao dos testes imunocitoquimicos. (Figura 3). (KRAUSE et al., 2012).
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Gel do cultivo 3D

FIGURA 3 - llustracdo da inclusdo do gel do cultivo 3D no alcool 70% para o
processamento histopatolégico.

4.7. Imunocitoquimica para p53

O protocolo de imunocitoquimica (IC) foi realizado nos grupos de BP sem
e com tratamento quimioterapico e nas amostras de AP sem tratamento. Cada
grupo continha cinco amostras. A IC foi conduzida conforme o método
estreptoavidina-biotina-peroxidase, Como controle, foi feita a adicdo de PBS
(Solugdo Tamponada de Fosfato) em substituicdo do anticorpo primario para
cada marcador especifico. Apds lavagens com PBS os cortes histolégicos foram
incubados com o anticorpo secundario biotinilado (kit LSAB - DakoCytomation®,
Carpinteria, CA), e posteriormente lavados com solugdo tampéo e a incubagéo
com o anticorpo secundario Kit Dako®. A coloracéo foi realizada empregando-
se o kit Liquid DAB (diaminobenzidina) + Substrato (DakoCytomation®,
Carpinteria, CA) e contra-corados com hematoxilina aquosa de Harris. As
laminas foram finalizadas com o meio Fluoromount™ (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO). Os anticorpos utilizados e suas diluicdes podem ser visualizados na tabela
1.



32

Tabela 1 - Anticorpo utilizado na imunocitoquimica e imunofluorescéncia, clone,
fabricante e diluicao.

Anticorpo Clone Fabricante Diluicéo

Anti-p53 SAB4503000 Sigma-Aldrich® 1:100

A avaliagdo microscopica para imunocitoquimica para a proteina p53 foi
realizada com o microscopio Zeiss®, Axion Image A.1 - objetiva de 40x e 100x,
com camera integrada. Fotomicrografias foram digitalizadas com o software
Zeiss®, AxioVision 4.7.

Para avaliar aimunomarcacao de p53, nos dois métodos, foram utilizadas
as seguintes classificacoes: 0 (ausente); 1+ (discreto); 2+ (moderado) e 3+
(intenso) para a intensidade de marcacéao, e 0 (ausente); 1+ (<10% de marcacéo
celular); 2+ (10 a 30%) e 3+ (30 a 70%) e 4+ (>70%) para a frequéncia de
expressao (OLIVEIRA et al., 2006).

4.8. Anédlise Molecular para Expressdo dos genes Bcl2, Bax,
caspases 2,3,8e09.

Com a finalidade de observar o comportamento celular sem e com o
tratamento quimioterapico no cultivo 3D, foi feita a analise molecular de
guantificacdo relativa, através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real. Para realizar esta etapa do experimento, parte das amostras do
cultivo em 3D foi separada e congelada em freezer a -80°C, até 0 momento de

ser processada.

4.8.1. Extracdo do &cido ribonucleico (RNA)

O uso do PCR em tempo real para medir niveis de expressdo de RNA
mensageiros especificos requer o isolamento de RNA e conversdo do mesmo
em cDNA pela enzima transcriptase reversa. A extracdo de RNA foi realizada
com o reagente Trizol LS (Invitrogen), conforme instrucdes do fabricante. Para
cada 250uL de células cultivadas em 3D, foram adicionados 750uL de Trizol LS
Reagent e homogeneizadas por 15 segundos em vortex. Em seguida, foram

acrescentados 200uL de cloroférmio ultra puro 100% (livre de DNAses e
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RNAses), realizando-se agitacao por inversdo. Apés 7 minutos a temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12000xg durante 15 minutos a 4°C
e 500pL do sobrenadante foram transferidos para outro microtubo, com
capacidade para 1,5mL. As amostras de RNA foram precipitadas em 500uL de
isopropanol “overnight”. No dia seguinte, apo6s incubacdo por 10 min em
temperatura ambiente, foi realizada a centrifugacao por 10 min a 12,000xg a 4°C.
O isopropanol foi descartado e as amostras lavadas em 1 mL de etanol 70%. Os
precipitados foram ressuspensos em 50uL de agua ultra pura tratada com DEPC.
O RNA extraido foi armazenado a -80 °C até o momento de sua utilizacdo na
reacao de PCR em tempo real.

Para a execucéo do PCR, a sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA
total extraido das amostras de tumor de mama cultivadas em 3D usando-se kit
Enhanced Avian RT First Atrand Synthesis (Sigma-Aldrich®). Foram utilizados
8uL de cDNA, ao qual foi acrescentado 17pL da mistura dos reagentes presentes
no kit. Para quantificacdo dos genes, foi utilizado o sistema TagMan Gene
Expression Assay® (Thermo Fisher Scientific, Life Tecnologies, USA). Este
protocolo utilizou dois iniciadores ndo fluorescentes e uma sonda com dupla
marcacao que se anela a regido localizada entre os iniciadores. Esta marcacao
dupla era formada por um fluoréforo que emite luz quando excitado. Durante os
ciclos da PCR, a sonda é gquebrada pela Taq polimerase na etapa de extenséo
do iniciador anelado. Esta quebra da sonda elimina a absor¢éo por um supressor
da fluorescéncia emitida que pode ser, entdo, medida pelo termociclador. Os
genes alvo avaliados foram Bcl-2, Bax, caspase 2, 3, 8 e 9 e gene endbgeno B-
Actina. Suas especificacfes estao citadas na Tabela 2. As amplificacbes foram
realizadas em microplacas especiais, de 96 orificios com volume de 0,2 mL em
cada um, e seladas com adesivos especificos para a leitura ética do sistema de
deteccdo e mensuracdo fotométrica do termociclador de PCR em tempo real
(modelo StepOne Plus® - Applied Biosystems Inc., USA). A transcricao reversa
transcorreu em um ciclo inicial de 30 minutos a 50°C e outro de 95°C por 15

minutos. Ato continuo, iniciou-se a reacao de PCR, que foi constituida por 45
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ciclos compostos por desnaturacdo a 94°C por 15 segundos e uma etapa de

anelamento/extensdo com 32 segundos a 60°C.

4.8.2. Avaliacdo da expressao génica dos genes alvos

Os transcritos validados também foram escolhidos de forma a representar
as principais diferencas nos processos celulares durante a apoptose sem e com
tratamento quimioterapico. Os niveis relativos de expressao dos genes avaliados
pelo PCR em tempo real pela técnica de quantificagcdo relativa, foram
determinados segundo o método Ct comparativo ou AACt. Nesse método, para
cada amostra realizada foi obtido o valor Ct (ciclo limiar) que € definido como o
ciclo onde a fluorescéncia se encontra acima da linha de base e atinge o seu
limite. Uma vez que a expressao do gene é analisada em relacdo ao controle
interno, foi entdo calculado o ACt, ou seja, a diferenca entre as médias do Ct de
cada amostra e a média do Ct do controle interno (B-actina). Posteriormente, foi
calculado o AACt que consiste na diferenca do ACt de cada amostra em relacéo
ao ACt da amostra referéncia. Para calcular a razao relativa dos transcritos de

cada gene em relacéo aos de transcritos na amostra de referéncia foi aplicada a

2 -AACt

férmula , que parte do principio de que a cada ciclo da PCR, a quantidade

de produto dobra, sendo entdo necessario contemplar que o ganho de cada ciclo

(2 vezes) seja elevado a poténcia do inverso de AACt (LIVAK et al, 2001).
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Tabela 2 - Genes de codificacéo para as proteinas envolvidas na regulacéo da
apoptose e as seus correspondentes conjuntos de sondas.

Gene expression

Gene Alvo Simbolo Sequencia (50 -30)

Assay
Forward: TGG ATG ACT GAG TAC CTG AA
Bcl-2 BCL2 Cf02741602_m1
- Reverse: GGC CTACTG ACTTCACTT AT
Forward: GGT TGT TGC CCT CCT CTACT
Bax BAX Cf02622185_g1

Reverse: GTA AGC ACT CCA GCC ACA AA
Forward: CTC TCA ATT GGC CAC CAT GGC
Reverse: GGC CTC GAG TGT GGG AGG GTG
Forward : TTC ATT ATT CAG GCC TGC CGA GG
Reverse: TTC TGA CAG GCC ATG TCATCC TCA
Forward: TTC TGA CAG GCC ATG TCATCC TCA
Reverse: CCA GTG AAG TAAGAG GTC AGC TCA
Caspase 9 CASPO| Cf02627332 m1 Forward: TCA GTG ACG TCT GTG TTC AGG AGA
Reverse:TTG TTG ATG ATG AGG CAG TAG CCG

Forward:GGC ACC CAG CAC AAT GAA
Reverse :GCC GAT CCA CAC GGA GTA

Caspase 2| CASP2| Cf02707196_m1l
Caspase 3| CASP3| Cf02622231-m1

Caspase 8| CASP8| Cf02707196_m1

B-actina | ACTB Cf03034055_ul

(DEL PUERTO et al, 2010; NAGAMATSU, 2008)

4.9. Anélise Estatistica

Com a finalidade de analisar a imunomarcacdo para o cultivo em
monocamada pela técnica de IF para a p53, foi realizada a comparacao entre 0s
grupos de BP e AP, utilizando o teste de Mann-Whitney.

As técnicas de IF (cultivo monocamada) e IC (cultivo 3D) nas amostras de
AP, para a p53 foram comparadas com o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. O
mesmo teste também foi utilizado para avaliar a eficiéncia da carboplatina em
amostras de BP.

Os valores de 224¢t foram normalizados com logio € aplicado o teste t
pareado para a comparacdo da expressdo dos genes alvo antes e apos o
tratamento com carboplatina.

O programa estatistico utilizado foi Instat GraphPad Prism versao 6.
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V. RESULTADOS

5.1. Estadiamento clinico e andlise histopatoldgica

As 10 amostras de tumores mamarios de cadelas foram selecionadas
para serem adicionadas ao cultivo em monocamada e, posteriormente,
introduzidas no cultivo 3D. Todas apresentaram uma boa confluéncia até a
guarta passagem e bem como diferenciacao epitelial até a 582 passagem. Apos
a analise histopatologica dessas amostras foram observadas as seguintes
classificacdes: carcinoma papilar; carcinoma anaplasico; carcinoma de células
escamosas; carcinossarcoma; tumor misto benigno; adenoma complexo;
carcinoma solido (2 amostras) e 8) carcinoma complexo (2 amostras). Ao
classificarmos de acordo com o Sistema TNM-modificado (OWEN, 1980) foi
observado que quatro, entre 10 pacientes, apresentavam-se nos estadios Il e llI;
e duas entre as 10 cadelas, encontravam-se no estadio |; e trés apresentavam
evidéncias de metastase pulmonar, ao exame radiografico. As caracteristicas
clinico-patologicas de cada amostra, bem como, o0s tipos histologicos

diagnosticados, podem ser observados na Tabela 3.



6€

(T66T) ST ®

uols|3 Jod oisodoud ‘souewew Sewouldied wa 02160j01sIy nelb op ordeljeAe eied oAleliuenb-iwWas opolaw o opeziinn = 09160]01sSIy nelo
BIOUB]SIP B 9SBISEIaW ap BIDUIPIAS =T|A "BIOUEISIP B S9SeISeIall ap BIDUIPIAS WSS = QN :9SeISBI9N

lreuoifal opouojul] Wa aseiselaw ap ejuasald =TN ‘[euoibal opouojul| W aseISeIall ap BIOUIPIAS WBS = ON :0pouOojulT

‘oJjawelp ap WIG < Jown] = €] "0A8WeIp ap WIG-E d41ud Jown] = Z] "oJ8wWelp ap WOE > Jown] = T1 :Jown) op oyuewe|

‘epuaban
1l 0x9|dwo) ewouapy Il O ON Al 0T ads 0T
_ oubluag oIsIN Jown _ TIN ON TL 0T i3yduld 6
oewa|y
I Bwodlessouldied 1] ON ON €L 1T loised 8
sesoweosy
1l SE|N|3D 8p ewouded Il O ON Al A ads L
1l OpI|0S 'woured 1] O ON €L 1 [9493 L 9
_ oxa|dwo) ewouldre) Il TIN ON TL 0T ads S
1l 0pI|9S ewoulIe) I oW ON TL T ads 14
I 0x3|dwo) ewouldien _ O ON TL 0T 3|pood €
_ Jejided ewouiored 1 oW ON ZL 1T ads Z
1] oolsg|deuy ewouiore) 1l TIN ON €L 6 Jexod T
(1) erewnd
092160]01SIY 021ulD (N)sreuolibal ors9|
neio 0o160j031s1y odi] olbeis3 (IW)seseiseld|N  Sopouojul] ep oyuewe] apep| edey sensowy

"(086T ‘NIMO) 02169j01S1Y
nelb & 0016ojo}sIy odn ‘0d1uIO OJUBWEIPEISS ‘OpEp! ‘ede B LUO0D 0pIOJE 3P ‘SOLBWEW S2I0WN) p Se.sowe sep ogdejussaidy - € ejageL



40

5.2. Cultivo das células dos tumores de mama em
monocamada de BP até AP

Algumas amostras do cultivo em monocamada, ao serem tripsinisadas,

ndo aderiram ao substrato ou, quando aderiram, n&o alcangaram um
crescimento satisfatorio, com morte celular em poucos dias. Por esse motivo,
esses cultivos foram excluidos do experimento e um novo cultivo foi iniciado, até
gue se completasse o total de 10 amostras, conforme proposto nesta pesquisa.
Os cultivos que apresentaram um bom crescimento até a quarta passagem,
foram transferidos para outro meio especifico para células epiteliais, como citado
anteriormente no item 4.3. Com a observacéao diaria, foi possivel acompanhar a
diferenciacao celular até a formacdo de um tapete unico de células epiteliais
(FIGURA 4-B). Apo6s atingirem a diferenciacdo, os cultivos apresentaram um
crescimento rapido e continuo até aproximadamente a 582 passagem. Neste
momento, as ceélulas iniciaram o processo de morte celular, observando-se o

desprendimento do tapete celular.

A e B o 2

FIGURA 4 - Fotomicrografia do cultivo em monocamada de células de neoplasia de
mama em cadelas. (A) Em maior aumento, observam-se células com
morfologia mesenquimal (*) e células com crescimento epitelial (#)
(Obj.100x). (B) Formacao de tapete Unico de células epiteliais (Obj. 40x)

5.3.  Imunofluorescéncia indireta (IF) para a p53 no cultivo em
monocamada em BP e AP

A técnica de IF foi aplicada no cultivo em monocamada de BP e AP e teve

por finalidade avaliar a imunomarcagédo da proteina p53 no momento da fase
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proliferativa e no inicio do processo de apoptose celular. Foram consideradas
como amostras positivas aquelas cujas células apresentavam pontos de
coloracao verde fluorescente no citoplasma, marcados pelo cromoégeno FITC, e
contrastadas com o azul do nucleo celular. Todos os cultivos analisados foram
marcados pelo anticorpo, denotando a imunomarcacao da p53. Ressalta-se que
0s tumores adenoma complexo, tumor misto benigno, carcinossarcoma,
carcinoma de células escamosas e carcinoma soélido (n=2) permaneceram sob
as condicdes de cultivo apenas até a 202 passagem (BP) e que, as demais
neoplasias sobreviveram temporalmente até a 582 passagem (AP). FIGURA 5.

Total de tipos histolégicos em BP e AP

Adenoma Complexo

Tumor Misto Benigno
Carcinossarcoma

Carcinoma Células Escamosas
@BP(Até 202 p)
AP (Até 582 p)

Carcinoma Sélido

Tipos histoldgicos

Carcinoma Complexo
Carcinoma Papilar

Carcinoma Anaplasico

o
[
N

NUmero de amostras

FIGURA 5 — Nimero de amostras de acordo com o tipo histoldgico e respectivo grupo
de cultivo.

Ao serem comparados os cultivos de AP e BP com a técnica de IF,
verificou-se que, emrelacdo a frequéncia, a p53 manteve expressao similar entre
os cultivos, sem diferenca significativa. Também foi possivel observar
imunomarcacéo, em variados graus de intensidade, em 100% dos tumores. Na
Tabela 4 é possivel visualizar a expressdo média deste agente pré-apoptotico

nos cultivos de BP e AP.
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Tabela 4 - Valores de média (x), desvio padrao (S) e mediana (Md) da frequéncia (em
porcentagem), segundo a Imunofluorescéncia para p53 no cultivo de
monocamada em BP e AP.

Baixa passagem Alta passagem
M — — (1)
arcador ——"g Md X +S Md P
p53 15,2+6,9 10,5 29,8+29,0 25,0 0,7143

! teste de Mann-Whitney

A intensidade de marcacdo, mensurada em escores, também néo
apresentou diferenca significativa. Para os tumores em BP, observou-se 100%
de intensidade de escore 2; e nos cultivos de AP, apenas o carcinoma papilar
apresentou maior intensidade de imunomarcacdo. Na Tabela 5 € possivel
observar os valores medianos, minimo e maximo, do marcador de acordo com
BP e AP. A FIGURA 6 mostra a imunomarcacao segundo a frequéncia e escore
pelo método de imunofluorescéncia. Os tumores carcinomas anaplasico e soélido
(na AP) e carcinomas complexo e de células escamosas (na BP) apresentaram
imunomarcacdes nuclear e citoplasmatica. Os demais incluidos no estudo

apresentaram apenas marcacao citoplasmatica.

Tabela 5 - Valores medianos (Md), minimos (Min) e maximos (Max) com relacdo a
intensidade imunomarcacao para p53 no cultivo em monocamada em BP e

AP.
Marcador Baixa passagem Alta passagem W
Md Min — Max Md Min — Max p
P> 2 2-2 2 1-4 0,6605

! teste de Mann-Whitney
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Baixa Passagem Alta Passagem
Tumor misto benigno Carcinoma Anaplasico

FIGURA 6 - Fotomicrografias da IF dos cultivos em monocamada mostrando a
marcacgao da p53 nos carcinomas misto benigno e anaplasico em BP e
AP respectivamente. Notar que as células possuem os nlcleos com a cor
azul e marcagdo positiva, representada pelo cromégeno verde
fluorescente (A, C e D Obj.100X; B Obj. 40X) (Cromdgeno - FITC).
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5.4. Histopatolégico do cultivo 3D —BP e AP

As amostras cultivadas em 3D de BP foram tratadas com
carboplatina, porém as de AP nao receberam o tratamento, pois foi observado
gue as mesmas ja haviam morrido apés a transferéncia da monocamada para o
cultivo 3D. Nos cultivos 3D, quando analisadas com relagéo a morfologia celular,
foi observado que nos grupos BP e AP havia diferencas significativas com
relacdo a integridade das células. No grupo de BP, observavam-se células
integras com citoplasma bem delimitado, hipercromasia e nucléolos visiveis e,
algumas vezes, multiplos. Porém, no grupo de AP, foi possivel observar
agrupamentos de células integras com caracteristicas neoplasicas (FIGURA 7).
Salienta-se que estavam presentes o0s sinais de morte celular, representados por
corpos apoptoticos e debris celulares.

As amostras referentes aos grupos BP controles e com
carboplatina também, foram analisadas histologicamente. Esta avaliacao revelou
gue, no grupo tratado por carboplatina havia restos celulares entre o gel de
cultivo (matrigel) (FIGURA 8). Maiores detalhes sobre o efeito da carboplatina

nos cultivos 3D do tumor de mama estéo descritos no proximo item (5.5).
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FIGURA 7 - Fotomicrografias dos cultivos celulares em AP, onde, em A, B, C,De E
podem ser observados grupos de células neoplésicas representando os
esferoides formados durante o cultivo 3D (H.E. 100x). As fotomicrografias
F, G, H, I, J correspondem aos costes histolégicos de cada amostra do
grupo AP. (F,H,J H.E. 10x e G H.E. 40x).
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5.5. Efeito da carboplatina no cultivo 3D de BP

Nas primeiras 24h, foi possivel observar uma marcante diminuicdo do
namero de esferoides, porém, o inverso ocorreu no caso do carcinoma de células
escamosas e do carcinossarcoma, em que o0s esferoides aumentaram em
guantidade ao final de 24h. Houve reducédo em tamanho e nimero de esferoides
em todas as amostras analisadas ao término de 72 horas. A mensuracéo da area
e do numero de esferoides pode ser observada nas FIGURAS 10 e 11,
respectivamente. A eficiéncia em promover morte celular pode ser visualizada
na Tabela 7. Detalhes sobre o calculo do tamanho e numero dos esferoides
podem ser observados na FIGURA 9.

Ao realizar o calculo da média e da soma do numero de esferoides, antes
e apoés o tratamento, verificou-se que média da area dos mesmos, diminuiu em
53,36%, no primeiro dia. A reducdo ao segundo dia foi de 59,68%, sendo
expressiva no terceiro dia (28,45%). A andlise estatistica mostrou que a
diferenca entre os grupos sem (Grupo Controle) e com carboplatina (Grupo
Tratado) foi significante nos momentos 24 a 48 horas. No carcinoma de célula
escamosa e carcinossarcoma, a diminuicao foi significante nas ultimas 72 horas.
Para o tumor misto benigno a diminuicdo foi significante em todo o periodo
(p<0,05) (Tabela 6).
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Controle

FIGURA 8 — Fotomicrografias dos cultivos em 3D — BP, A, B, C, D e E, correspondem
as amostras controle e F, G, H, |, J, amostras com carboplatina.
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- Carcinoma de células escamosas

FIGURA 9 - Fotomicrografia da area dos esferoides provenientes do cultivo 3D que
foram submetidos ao tratamento com carboplatina por 24, 48 e 72h e seus
respectivos controles (Obj. 40x). ( * )detalhe da medigdo da area dos
esferoides. Os dados foram processados com o sistema de analise de
imagem, software AxioVision 4.8.3 (Carl Zeiss®).
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FIGURA 10 — Acédo da carboplatina em relacéo a area dos esferdides no cultivo 3D
durante 24, 48 e 72 horas de tratamento.
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FIGURA 11 — Acao da carboplatina em relagédo a quantidade dos esferoides no cultivo
3D durante 24, 48 e 72 horas de tratamento.
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Tabela 6 - Valores medianos (Md), minimos (Min) e maximos (Max), da &rea e numero
de esferoides a partir das amostras sem (controle) e com carboplatina

(tratado).
CONTROLE CARBOPLATINA
TIPO TEMPO 1
HisToLogico |y | Q%€ 1y | Min-max | 29% | va | Min-max | P
esferoides esferéides

24 18 21,50 | 6,07-124,19 5 6,49 | 0,0-58,13 | 0,0001
Carcinoma sélido 48 25 10,94 | 3,38-19,42 14 7,83 | 0,0-27,60 | 0,0634
72 1 - 53,30 1 - 47,80 -
Carcinoma células 24 8 44,60 | 21,59-21,59 8 27,38| 8,37-48,13 | 0,0078
65CAMOSAS 48 6 35,17 | 0,00-133,03 10 11,74|28,54-11,43| 0,2750
72 6 47,77 0,00-123,18 7 9,64 | 2,41-22,60 | 0,0313
24 9 23,74 | 11,50-55,95 6 13,8 | 0,00-35,48 | 0,0039
Carcinossarcoma 48 13 21,001 4,71-67,850 9 8,44 | 0,00-22,65 | 0,0002
72 10 49,49 8,78-96,24 3 4,37 | 0,00-16,42 | 0,0020

. 24 1 - 58.78 1 - 19.37 -
T”&?‘Egmnfto 48 2 18,55 12,29-24,82 1 |12,57| 0,00-251 | 0,9999
72 9 15,94| 3,31-42,40 6 2,94 | 0,00-7,21 | 0,0039
24 67 14,05[ 1,52-101,58 10 2,33 | 0,00-55,77 | 0,0001
Adenoma complexo| 48 30 11,33| 3,29-31,70 21 5,36 | 0,00-18,20 | 0,0001
72 7 8,04 | 0,00-53,21 21 7,06 | 2,60-13,41 | 0,5782

Teste de Wilcoxon

5.6. Avaliacdo da expressao da p53 para a imunocitoquimica
(IC) nos cultivos 3D em BP e AP.

Nos cultivos de AP, observaram-se agrupamentos celulares em todas as
amostras e, em 60% delas, em BP. Ao se comparar em grupos de BP e AP, ndo
foram observadas diferencas estatisticas significantes (p<0,05) (Tabelas 7 e 8).
A p53 apresentou imunomarcag¢do nuclear e citoplasmatica em 70% das
amostras em ambos os grupos (BP e AP) e, somente no carcinoma papilar a
marcacao nao foi observada. Nao foram encontradas diferencas significantes ao
se comparar em as técnicas de IF e IC quanto a marcacao da p53 (p<0,05)
(Tabelas 9 e 10). Porém, ao analisar-se individualmente cada tipo histologico e
comparando-0s com seus respectivos graus histologicos e classificagéo,
verificou-se que os tumores com grau lll (carcinoma anaplasico, carcinoma
sélido, carcinoma de células escamosas e adenoma complexo) apresentaram

alta frequéncia e quantidade de imunomarcacéo para p53. O padrao de
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imunomarcacao para p53 na imunocitoquimica, pode ser observado na FIGURA
12.

Tabela 7 - Valores de média (x), desvio padrao (S) e mediana (Md) da frequéncia em
porcentagem, segundo a imunocitoquimica para p53 no cultivo 3D em BP

e AP.
Baixa passagem Alta passagem B
Marcador =345 Md X +5 Md P
p53 32,4+34,9 5,0 68,0+32,0 80,0 0,1250

! teste de Mann-Whitney

Tabela 8 - Valores medianos (Md), minimos (Min) e maximos (Max) da intensidade em
escores, segundo a imunocitoquimica para p53 no cultivo 3D em BP e AP.

Marcador Baixa passf':lgem Alta passagem p(l)
Md Min - Max Md Min - Max
p53 3 1-4 3 1-4 0,6105

! teste de Mann-Whitney
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FIGURA 12 - Fotomicrografias da imunocitoquimica dos cultivos em 3D onde A e B séo
‘BP” e C e D sdo “AP”. As células, quando positivas, apresentam
citoplasma corado de marrom (Cromogeno - DAB) (obj. 100x).
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Foi observado que a amostra de carcinoma papilar ndo apresentou
marcacao para a proteina em questao com a técnica de IC, mas no cultivo em
monocamada na imunofluoréscencia, a marcacdo apresentou 85% de

frequéncia e foi a amostra que apresentou maior intensidade.

Tabela 9 - Valores de média (x), desvio padrao (S) e mediana (Md) da frequéncia em
porcentagem, segundo o método utilizado para p53 no cultivo em
monocamada e em 3D.

Imunocitoguimica Imunofluorescéncia 1
Marcador = = @
X +S Md X +8 Md

p53 50,2 + 38,0 72,5 22,5223 16,3 0,5896

1 teste de Wilcoxon

Tabela 10 - Valores medianos (Md), minimos (Min) e maximos (Max) da intensidade,
em escores, segundo o método utilizado para p53 nos tumores mamarios

em AP e BP.
Imunocitoquimica Imunofluorescéncia o
Marcador = Min _ Max Md___ Min_ Max
p53 3 1-4 2 1-4 0,2188

1 teste de Wilcoxon

5.7. Analise molecular para os marcadores da apoptose no cultivo
3D em BP

Todas as amostras de BP que receberam tratamento com carboplatina
foram submetidas a reacdo de amplificacdo (antes e apOs o tratamento) pela
técnica de PCR em tempo real, utilizando-se o método de quantificacdo relativa
e de comparacao com o valor de Ct de cada gene expresso. As sequéncias alvo
para as amostras foram: caspases 2, 3, 8, 9, Bax e Bcl-2. A B-actina foi utilizada
como sequéncia especifica. Apos a amplificacéo e deteccédo da fluorescéncia, foi
realizado o célculo do valor de Ct e aplicado a formula 2-*4¢t, Foram consideradas
amplificadas as amostras com valor de Ct abaixo de 29 para as triplicatas. Os
resultados da amplificagdo de cada amostra com valores de Ct, a aplicacao da
formula 2-24Ct assim como o valor transformado em Logio, estdo apresentados

na FIGURA 13.
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Foram consideradas positivas as amplificagdes dos seguintes genes alvo
para as amostras tratadas com carboplatina: caspase 8, caspase 9, Bax e Bcl-2.
Apenas duas amostras deste grupo (carcinoma complexo e carcinoma sélido)
foram positivas para Bcl-2. Nao ocorreu amplificacéo dos genes das caspases 2
e 3. Houve amplificacdo dos genes estudados em todas as amostras que néo
receberam tratamento (controle) com carboplatina, com excec¢do do gene Bax.
O perfil da expressao de cada gene pode ser melhor visualizado na FIGURA 14.
Ao comparar a expressdo das amostras controle e tratadas, foi verificado que
nao houve diferenca estatistica apenas para o gene caspase 9 (p<0,05). Para os

demais genes estudados houve diferenca significante (Tabela 11).
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Controle Carboplatina
Caspase 2
Amostra | ACt AACt | 2-AACt| ACt | AACt | 2-AACt aaasas
cs 22,4 | -36,8 | 11,08 | 31,4 | -281 | 8,46 1
CCE 21,7 | -38 | 11,44 | 309 | -30,1 | 9.06 | _ 1 i
CSS 204 | -386 | 1162 | 31,3 | 27,7 | 834 | Zw
TMB | 21,7 | -385 | 1159 | 312 | -279 | 84 |~ i
AC 199 | -392 | 11,8 | 304 | -27,8 | 8,37 B ——
Caspase 3
Amostra | ACt | AACt | 2-AACt| ACt | AACt | 2-AACt | Catpase
cs 21,8 | -375 | 11,29 | 348 | -255 | 7,68
CCE 22,9 | 36,9 | 11,11 | 31,3 | -305 | 9,18 ||= " i
CSS 237 | -354 | 10,66 | 31,2 | -286 | 8,61 g x "
TMB 249 | -354 | 10,66 | 31,4 | -285 | 8,58 .
AC 20,1 | -39,1 | 11,77 | 30,19 |-28,81 | 8,67 o ==
Caspase 8
Amostra | ACt AACt | 2-AACt | ACt | AACt | 2-AACt Caspase 8
CS 18,7 | -35 | 10,54 | 21,4 | -37,8 | 11,38
CCE 21,4 | 347 | 1045 | 21,7 | -39 | 11,74 | = " i
CSS 22,7 | -346 | 1042 | 21,8 | -36,9 | 11,11 | £ i
TMB 21,4 | -345 | 10,39 | 21,9 | -36,9 | 11,11
AC 209 | -37,1 | 11,17 | 19,3 | -38,6 | 11,62 e :
Caspase 9
Amostra | ACt | AACt | 2-AACt| ACt | AACt | 2-AACt caspase s
CS 18,6 | -40,8 | 12,28 | 21,8 |-38,10 | 11,47
CCE 19,7 | -402 | 121 | 243 | -37,1 | 11,17 | _ "
css | 191 [ -401 | 12,07 [ 21,9 [ -375 | 11,20 | .
TMB 20,7 | -39,7 | 11,95 | 21,9 | -37,6 | 11,32
AC 203 | -39 | 11,74 | 12,7 | -459 | 13,82 rol——— —
Bcl2
Amostra | Bcl-2c | ACt | 2-AACt| ACt | AACt | 2-AACt eln
CS 21,7 | -371 | 11,17 | 27,4 | -321 | 9,66 s
CCE | 229 | -364 | 1096 | 299 | 311 | 936 | _.. i
CSS 20,1 | -385 | 11,59 [ 30,1 | -289 | 87 | =
TMB | 2054 |-39,26| 11,82 | 31,4 | 27,7 | 834 | ~ i
AC 20,9 | -378 | 11,38 | 30,9 | -27,3 | 8,22 : — —
Bax
Amostra | ACt AACt | 2-AACt | ACt | AACt | 2-AACt Bax
CS 31,2 | 287 | 864 | 21,3 | -388 | 11,68 S
CCE | 309 | -295 | 888 | 216 | -40 | 1204 | .~ :
CSS 31,7 | -28 | 843 | 208 | -388 | 11,68 | £,
TMB 30,7 | 302 | 9,09 | 20 | 39,7 | 11,95 | - 3
AC 31,4 | -284 | 855 | 199 | -389 | 11,71 . — -

FIGURA 13 - Valores e perfil da expressdo dos genes caspases 2, 3, 8, 9, Bcl-2 e Bax, nas
amostras do cultivo 3D de neoplasias mamérias de cadelas submetidas ao
tratamento com carboplatina e respectivos controles.(CS=carcinoma sélido;
CCE=carcinoma de células escamosas; CSS=carcinossarcoma; TMB=tumor misto
benigno; AC=adenoma complexo).
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FIGURA 14 - Perfil da expressao de caspase 2, caspase 3, caspase 8, caspase 9, Bcl-
2 e Bax, com relagdo ao tipo de neoplasia. (CS=carcinoma solido;
CCE=carcinoma de células escamosas; CSS=carcinossarcoma; TMB=tumor misto
benigno; AC=adenoma complexo).
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Tabela 11 - Valores de média (x), desvio padrdo (S) e coeficiente de variacao (cv) da

expressdo dos genes alvo em amostras de BP antes e ap0s o tratamento
com carboplatina.

Néao tratado Tratado
Gene Alvo CV% p!
xS xtS
Caspase 2 11,51+0.27 8,53+0,30 3,21 0.0001
Caspase 3 11,10+0,47 8,54+0,54 543 0,0016
Caspase 8 10,59+0,33 11,39+0,29 1,99 0.0045
Caspase 9 12,03+0,20 11,81+1,13 7.63 0,73
Bcl-2 11,38+0,34 8,86+0,63 6,38 0.0035
Bax 8,72+0,27 11,81+0,17 1,04 <0,0001

1 Teste t - pareado
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VI. DISCUSSAO

Estadiamento clinico e analise histopatologica

Os tipos histologicos encontrados neste estudo, bem como suas
graduacdes histologicas foram considerados diversificadas. As 10 amostras
foram originadas de animais em trés niveis de estadiamento clinico sendo que,
trés deles apresentavam metastases a distancia, com valor progndéstico
desfavoravel. Essa diversidade, embora néo intencional, permitiu relacionar a
expressdo dos genes estudados com a classificacao histologica, estadiamento
clinico ou grau histolégico. Tais dados serao discutidos mais a frente neste texto

de forma individualizada.

Cultivo em monocamada de BP até AP

As amostras tumorais incluidas neste estudo e submetidas ao cultivo
inicial, em monocamada apresentaram comportamentos distintos. Quando
colhidas, passaram pelo processo inicial de degradacdo mecéanica, decorrente
do corte dos fragmentos de tecido neoplasico que, em seguida, foram
submetidas a digestdo enzimatica com a colagenase. As células que
conseguiram sobreviver ao processo de degradacéo inicial aderiram a garrafa,
formando a primeira monocamada de células de tumor mamario canino, em
qguatro dias. Essas células apresentavam a mesma caracteristica do tecido
tumoral de origem e, por esse motivo, cresceram sob condi¢cdes de cultura
celular por periodos indeterminados, pois acredita-se que as células neoplésicas
apresentem mutacfes que possam levar tanto a apoptose, como a proliferacédo
continua e descontrolada (VREMEULEN, 2003). A medida que é realizado o
processo de renovacgao celular de uma garrafa para outra, denominado de
passagem, as células com maior capacidade de proliferacdo permaneceram
viaveis no cultivo, formando a linhagem celular continua. As mesmas puderam
permanecer no cultivo por longos periodos (58 passagens). As que nao se
adaptaram ao meio, podem ter sofrido apoptose devido aos traumas iatrogénicos
no processo de degradacdo, ou por ndo possuirem uma taxa fisiologica de
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proliferacdo. Muitas linhagens celulares continuas de tecido ndo tumoral podem
ser propagadas sem perder suas caracteristicas por até 80 passagens, porém,
guando se trata de tecido neoplésico, ndo é possivel prever a longevidade das
células (FRESHNEY, 1994; VREMEULEN, 2003). No presente estudo,
observaram-se amostras que permaneceram de 28 a 30 passagens (BP=baixa
passagem), e outras que sobreviveram até 58 passagens (AP=alta passagem).
Apés esse periodo, observou-se que as células entravam em apoptose.
Portanto, este momento foi o preconizado para conduzir os ensaios realizados.
Xie et al. (2012) relataram que células em cultivos de AP apresentam alteracdes
na morfologia celular, na resposta a estimulos, taxas de crescimento, expressao
de proteinas, sinalizacéo celular e carcinogénese distintas, quando comparadas
com as ceélulas de BP. Neste estudo, ndo foram observados as referidas
alteracdes, com excecdo de que, nos cultivos de AP, as células eram mais
abundantes, porém apresentavam aumento do volume celular sem alteracdes
em seu fendtipo, comparativamente aquelas oriundas do cultivo de BP. No
entanto, isto ndo foi impeditivo para conducdo dos ensaios aqui descritos.
Porém, os mesmos autores informam que, para se obter em resultados
confiaveis, € importante realizar os testes com linhagens celulares, com menor
namero de passagens, evitando-se o0 uso de células que permaneceram por
tempos prolongados sob condi¢fes de cultura.

A troca do meio de cultivo para o meio especifico para células epiteliais
(HUMEC®) foi realizada com o objetivo de aumentar a viabilidade e crescimento
de células do tumor de mama e, assim, permitir a obtencdo de resultados
fidedignos quanto a proposta original de utilizacao do cultivo 3D, do teste “in vitro”

com a carboplatina e estudo da expressao génica (POCZOBUTT et al., 2010).

Cultivo 3D

No cultivo 3D foi possivel observar o crescimento das células neoplasicas
oriundas do cultivo em monocamada, em uma matriz tridimensional organizada,
ao longo do tempo aqui descrito. Observou-se, também, que o comportamento

celular é dependente das interaces com as células vizinhas e com o meio
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extracelular, pois houve a formacao de grumos celulares, que sdo denominados
como esferoides (PATEL et al., 2011).

Foi possivel comparar dois métodos de cultivo (monocamada e o cultivo
em 3D) e verificou-se que é possivel manipular e cultivar as células oriundas de
tumor de mama em cadelas nesses microambientes, e assim, direcionar 0s
ensaios para o estudo de interesse. Apesar de serem técnicas laboriosas, elas
encurtam o tempo de obtencdo de dados. Particularmente, o cultivo 3D
apresentou como Unica desvantagem referente aos custos operacionais, 0 que,
pode inviabilizar o uso deste método na rotina pratica diagnostica, quando
houver restricdo orcamentaria. Em contra partida, foi possivel observar que as
células neste cultivo 3D cresceram com formacéo de grupamentos celulares que
se assemelhavam ao que se observa em tumores no seu ambiente “in vivo”, a
luz da histopatologia. Adicionalmente, Speroni. et al. (2013) comprovaram que
tumores de mama humano, cultivados em cultura 3D é possivel reproduzir a
resposta celular aos efeitos hormonais de estradiol, progesterona, prolactina, de
forma consistente com o que se observa “in vivo”. Segundo Speroni. et al. (2013),
foi possivel concluir, ainda, que o modelo de cultivo 3D responde a acao de
hormbénios, em um ambiente ideal para se conduzirem estudos das interacdes
célula-célula e célula-estroma, na fase de proliferacdo celular e organizacéo
tumoral em tempo real. Com os dados existentes na literatura e com base nos
resultados aqui obtidos, o cultivo 3D mostrou-se ser uma ferramenta pratica
permitindo emprega-lo como modelo para o estudo “in vitro” das neoplasias
mamarias. Adjuntoriamente, permitiu a realizacdo de ensaios biomoleculares,
bem como, aqueles relativos ao efeito de um quimioterapico. E possivel, ainda,
gque este modelo de estudo possa ser utilizado em outras pesquisas na oncologia

veterinaria.

Avaliagcdo da imunomarcacao de p53 nos cultivos em monocamada e 3D
Fatores genéticos, também, podem ser responsaveis para o0
desenvolvimento da neoplasia mamaria em caes. Dentre 0s mais estudados, sdo

0S que buscam a compreensdo das mutacBes genéticas, principalmente,
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aquelas relativas ao gene TP53 e, consequentemente, a sua proteina transcrita
(p53) (OLIVER et al., 2006).

Ao ser analisada a expresséo da proteina p53, observou-se marcacdes
nuclear e citoplasméatica, com a utilizagdo de ambas as técnicas. Embora fosse
esperado observar, apenas, a marcacdo nuclear (WALERYCH et al., 2012), é
possivel que a técnica de IF seja a mais sensivel, pois, por ela, observou-se
também a marcacéo citoplasmatica da p53, conforme, também, descreveram
Mantesso et al. (2000). Na comparacao das técnicas de IF e IC ndo foi observada
a imunomarcacéao na IC, da p53 na amostra do carcinoma papilar em cultivo de
AP, ao contrario do observado na IF.

A marcacédo citoplasmatica pode sinalizar a disfuncdo dessa proteina,
como, também, estar relacionada com a ocorréncia de mutacao ou instabilidade
genética por outros mecanismos, ainda nao esclarecidos (TEIXEIRA et al.,
2011). As atividades citoplasmatica e mitocondriais da p53 mutante, em regular
a apoptose, foram recentemente descritas (CHEE et al., 2013; FRANK et al.,
2011; MORSELLI et al.,, 2008). Chee et al, (2013) hipotetizaram sobre a
incapacidade da p53 (através de mutacao e/ou localizacdo citoplasmatica) em
manter a homeostase celular, devido a transativacao inapropriada de genes alvo
envolvidos em processos como parada do ciclo celular e apoptose. Ou seja, as
células em cultivo que apresentaram marcacdo citoplasmatica, poderiam
apresentar mutacado, que ocorreu ao longo das passagens e sob a condicao de
cultivo 3D. Isto foi observado em todas as amostras incluidas neste estudo,
independente da classificagdo em grau histologico. No entanto, a maior
porcentagem das neoplasias estudadas foi classificada em graus Il (20%) e IlI
(50%), sendo possivel, inferir que a expresséo da p53 mutada, pode ocorrer em
neoplasias mamarias com maior potencial de malignidade. Ao fazer-se uma
associacado com o estadio clinico, reconhece-se que as amostras foram oriundas
de pacientes em estagio intermediério de evolucdo da doenca clinica e, que tal
achado, pode estar associado a progressdo maligna, metastase e mau

prognastico.
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A proteina p53, quando expressa do citoplasma, pode interagir tembém
com as caspases da via intrinseca da apoptose (caspases 2, 3, 9), que ocorre
na mitocondria. A caspase 3, normalmente € desviada para uma via rapida.
Nesta via, a sua ativacao cliva e ativa a caspase 6 que, entéo, cliva a caspase
8. A caspase 8 ativada, tem por fungéo clivar a caspase 3, completando, assim,
aviaintrinseca, induzindo a morte celular programada. A proteina p53 pode inibir
a caspase 9 inibindo o inicio da ativacdo da via das caspases, junto com outras
proteinas, como XIAP e Bcl-2L (CHEE et al., 2013).

A caspase 3 néo esteve expressa nas celulas dos cultivos de BP oriundas
das neoplasias de mama, ap0s o tratamento quimioterapico. Este resultado pode
estar relacionado a ocorréncia da clivagem da caspase 3 pela caspase 8,
induzindo a morte celular. Tal fato foi demonstrado pela redu¢do do numero dos
esferoides ap6s o tratamento com a carboplatina, e comprovado pela
observacdo da imunomarcacdo da p53, na tentativa de proteger o genoma
(SONG et al., 2007). Ressalta-se que o limiar da apoptose celular com niveis
elevados da p53 no citoplasma, pode permitir com que farmacos quimioterapicos
nao consigam induzir a morte celular (CHEE et al., 2013).

Atualmente, a p53 € um dos supressores de neoplasias e inibidores do
crescimento celular mais bem estudados. Além do que ja foi exposto, esta
proteina pode ser ativada por varias outras vias, como por exemplo, o estresse
oxidativo ou danos ao DNA, que iniciam a parada irreversivel do ciclo celular,
denominado como senescéncia (VOUSDEN et al., 2009). O impacto dos niveis
de expressédo da proteina da p53 sobre a atividade funcional no carcinoma de
mama tem um significado expressivo para progndéstico, porém, ainda nao bem
esclarecido. Da mesma forma, existem outras mutacdes identificadas, nessa
proteina sem relevancia funcional, mas que possuem uma funcéo especifica no
comportamento maligno dos carcinomas (MOLDOVAN et al., 2007; LEE et al.,
2004).
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Andlise molecular para os marcadores da apoptose no cultivo 3D em BP

O Bcl-2, como proteina antiapoptética, inibe a morte celular quando
estimulada por quimioterapicos e irradiacdo. A proteina pro-apoptética Bax,
também membro da familia Bcl-2, induz a morte celular. A ativacao da Bax leva
a apoptose que esta relacionada as caspases 8, 9 e a caspase efetora 3, sendo
gue esta ultima degrada a maioria das proteinas celulares (KLOPFLEISCH et al.,
2011). Essas duas proteinas, Bax e Bcl-2, equilibram-se e determinam a morte
celular ou sobrevivéncia e longevidade das células conforme os estimulos
apresentados. Com relagao aos resultados encontrados, verificou-se que o gene
Bax foi expresso em todas as neoplasias de AP sob acao da carboplatina, assim
como as caspase 8 e 9. Isto indica que essas células estavam entrando em
apoptose pela via intrinseca (via mitocondrial). A caspase 2, da mesma forma
gue a caspase 3, ndo foi expressa nas amostras ap0s o tratamento, o que sugere
gue a carboplatina age sobre os mecanismos de inducéo da ativacao da caspase
2, promovendo a morte celular. Essa caspase também pode efetuar a clivagem
da Bid, provocando a libertacéo do citocromo ¢ das mitocondrias. O citocromo ¢
€ liberado apds a ativacdo da caspase 2, sendo mediado pela p53, mas néo
resulta na ativacdo das caspases 3 ou 9, conforme ilustrado no esquema da
apoptose apresentado no item 2.6 (BAPTISTE et al., 2008). Porém, a liberacéo
do citocromo ¢ pode ocorrer com a ativacao da Bax pela caspase 8, conforme
mencionado anteriormente. A caspase 2 pode funcionar como uma caspase
efetora adicional durante a execucdo da apoptose, porém, sua atividade pode
ser substituida por outras vias da apoptose, tornando-a desnecessaria
(BAPTISTE et al., 2008; GAO et al., 2005; GUO et al., 2002).

Efeito da carboplatina no cultivo 3D de BP

A maioria dos farmacos antitumorais agem induzindo a apoptose e, em
algumas neoplasias, eles podem induzir ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia celular, para driblar as vias de morte celular programada, pela
expressado de proteinas anti-apoptéticas como a Bcl-2 (REED, 2008; BETTAIEB
et al., 2003). Observou-se que a maioria dos tumores incluidos neste estudo,
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expressou o gene Bcl-2, conforme descrito anteriormente (UWANO et al., 2012).
Isto reforca o conceito de que as células das neoplasias mamarias estabelecem
mecanismos de sobrevivéncia, pois do contrario, ndo seriam encontrados
esferoides nos cultivos 3D ap6s o tratamento. Na literatura, existem relatos de
gue a proteina Bcl-2 impede a apoptose desencadeada por danos genotoxicos,
por glicocorticoides e por farmacos quimioterapicos. Alta expressao da Bcl-2 é
descrita em neoplasias caninas e estdo relacionadas aos processos de
expansdo neoplasica das células, além de inibirem a acgédo terapéutica de
qguimioterapicos (WACHECK et al., 2003; UWANO et al., 2012). Este pode ser o
motivo pelo qual os esferoides diminuiram de tamanho, porém, ndo regrediram
por completo em todos os cultivos 3D tratados com carboplatina. Assim, ja fora
descrito que os quimioterapicos em cultivos 3D, geralmente, podem ter sua acéo
reduzida, comparativamente a sua acdo em culturas em monocamada
(HORNING et al., 2008). Nao foi possivel concluir por isto neste estudo, e de
forma comparativa, uma vez que tais ensaios nédo foram conduzidos em cultura
de monocamada.

A carboplatina é capaz de induzir a apoptose de células tumorais ligando-
se em receptores da morte celular e, também, pela via mitocondrial (HANIGAN
et al., 2003; BOULIKAS et al., 2003). Wang et al. (2006) encontraram resultados
semelhantes aos do presente estudo, e propuseram que a atividade pro-
apoptética de agentes quimioterapicos, como a carboplatina, ocorre
independente da interferéncia dos receptores de morte celular programada
existentes na membrana celular, restando, portanto, a acdo do quimioterapico
por via mitocondrial (WANG et al., 2006). No tratamento com carboplatina ha
danos ao DNA, que resultam em um processo longo e complexo de morte
celular. E ainda, trata-se de um farmaco nao especifico que nao reage apenas
com DNA, mas também com proteinas citoplasmaticas. Por esta razdo, é
possivel considerar a possibilidade de que, em alguns casos, a carboplatina
induz a apoptose por danos causados as proteinas que, consequentemente,

ativariam as caspases efetoras (caspases 3, 6, 7, 8, 9 e 10).
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Embora a apoptose e necrose constituam-se em mecanismos de morte
celular distintas, com diferentes caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, ja
foram relatados os dois tipos de morte simultaneamente em tecidos ou culturas
de células expostas a carboplatina (PESTELL et al., 2000; GONZALEZ et al.,
2001). Doses elevadas da carboplatina podem danificar as moléculas envolvidas
no fornecimento de energia celular, ou seja, o aporte de ATP. Sendo assim, as
proteinas que estéo direta ou indiretamente envolvidas no processo de apoptose
(como a p53, a Bax, a Bcl-2, e as caspases) também podem induzir & necrose e
morte celular. (GONZALEZ et al., 2001).

Os resultados do presente trabalho ndo permitem identificar o exato
mecanismo pelo qual a carboplatina levou a morte das células oriundas das
neoplasias mamarias, mas é possivel considerar que a expressao do gene Bcl-
2 pode ser o responsavel pelo mecanismo de resisténcia observada a este
farmaco. E que, possivelmente, as células morreram ndo apenas pela ativacéo
da apoptose, mas, também, por morte celular iniciada pelo processo de necrose.

Por fim, observou-se que o cultivo 3D representa mais uma nova opc¢ao
de cultivo celular a ser aplicado em estudos da oncologia veterinaria, onde &
possivel estudar aspectos da carcinogénese em um microambiente celular,

semelhante ao que ocorre nos tecidos ““in vivo™.
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VIl.  CONCLUSAO

Com base nos resultados e sob as condicbes aqui adotadas, pode-se

concluir que:

1. Foi possivel estabelecer uma padronizacado do cultivo 3D de neoplasias
mamarias caninas, a partir de linhagens de cultura continuas, por até 58
passagens, indicando-o como modelo a ser empregado em estudos
biomoleculares e ensaios quimioterapicos;

2. Foi possivel realizar andlises citologicas por IF e IC, bem como,
moleculares em células de neoplasias mamarias cultivadas em cultura em
monocamada e 3D;

3. As células de neoplasias mamarias, cultivadas em 3D, formam esferoides
no decorrer de 28 dias de cultivo;

4. Acarboplatina é capaz de agir em cultura de neoplasia mamaria canina em
sistema 3D, e a morte celular pode ter ocorrido pela ativacdo da apoptose,
em que estiveram envolvidos os genes Bax e das caspases 8 e 9;

5. Houve heterogeneidade entre as imunomarcacfes da p53 no cultivo em
monocamada e em seu respectivo cultivo 3D;

6. O carcinoma solido e carcinoma de células escamosas apresentaram
resisténcia a carboplatina, indicando ocorrer a deflagracdo de mecanismos
de resisténcia das células neoplasicas aos farmacos, uma vez que houve
a expressao de Bcl-2.

7. A caspases 2 e 3 ndo sdo expressas em células oriundas de neoplasias
mamarias em cultura 3D, quando tratadas com carboplatina. Sugere-se que
este farmaco induza morte celular programada por outras vias, nao

estudadas aqui.
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Comemitzee for Ethical Use of Animals (CEUA)
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