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O cancer de mama é a neoplasia maligna mais frequente e a primeira causa
de dbito por neoplasia em mulheres. A despeito de toda a pesquisa e todos os
progressos redlizados até o momento, a morbimortalidade ainda € alta em
pacientes em estéadio avancado. Recentemente, foi descrito um novo modelo de
carcinogénese no qual as células-tronco (CT) seriam responsaveis pela origem,
heterogeneidade morfoldgica e autorrenovacdo das neoplasias malignas.
Apoiando essa teoria, observam-se, na maioria das neoplasias sdlidas, células
com caracteristicas biologicas e fenctipicas de CT, as quais sdo designadas
células-tronco neoplasicas (CTN). Estando associadas a resisténcia terapéutica e
recidivas tumorais a longo prazo, as CTNs constituem um importante alvo de
estudos fisiopatoldgicos e farmacoldgicos. Além das CTNs, outro importante alvo
terapéutico em cancer de mama € representado pela angiogénese tumoral.
Contudo, raros s&0 os estudos focados nas interrelages dessas duas estratégias.
As estatinas constituem um grupo de farmacos utilizados no tratamento de
primeira linha das dislipidemias € na prevencdo de suas consequéncias
cardiovasculares. Além dos efeitos antidislipidémicos, s&o descritas propriedades
antineoplasicas, cujas bases parecem estar associadas a agdes antiapoptdticas e
antiangiogénicas, ainda néo totalmente esclarecidas. Resultados preliminares in
vifro de Gauthaman ef al e in vivo do grupo de pesquisa em que o presente
trabalho se insere apontam um efeito inibitério de estatinas (principalmente as
lipofilicas) sobre CTN mamérias humanas e murinas. Assim sendo, buscou-se
neste trabalho elucidar o efeito da sinvastatina sobre angiogénese tumoral, CTNs
CD34+, adém de investigar possiveis interrelagbes fisiopatoldgicas desses
importantes elementos tumorais. Para tanto, utilizou-se um modelo consagrado de
carcinogénese mamaria (baseado na inducdo com 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
[DMBA]) em ratas Sprague-Dawley, sendo a primeira vez em que o fenbmeno de
angiogénese é descrito neste modelo. Apds a aplicacdo do protocolo experimental
e a eutanasia dos animais controles e experimentais, suas linhas mamarias
(contendo ou n&o tumores) foram avaliadas morfologicamente e do ponto de vista
de imunoexpressao de CD34. Nos animais tratados com sinvastatina (na dose de
40mg/kg), houve uma maior representacao tecidual relativa do subtipo histolégico
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“carcinoma ductal” quando comparado ao tecido tumoral virgem de tratamento,
fato que sugere um efeito da sinvastatina sobre a plasticidade morfolégica das
neoplasias induzidas pelo DMBA. Também se observou reducdo significativa da
densidade microvascular do tecido tumoral tratado em relagdo ao nao tratado.
Contudo, ndo foi observado efeito significante da sinvastatina sobre as CTNs
CD34+, neste modelo, 0 que contraria resultados in vitro relatados na literatura,
bem como resultados in vivo deste grupo de pesquisa. Em conclusido, neste
modelo, o tratamento arénico (14 dias) com sinvastatina (na dose de 40mg/kg, ao
dia - dose comparada a utilizada na terapéutica antidislipidémica em seres
humanos), apresenta efeito antiangiogénico e modulador da heterogeneidade
morfolégica em tumores mamarios induzidos pelo DVIBA. (448 palavras)

Palavras-chave: angiogénese, célula-tronco neoplasica, sinvastatina, CD34,
imuno-histoquimica

Resumo
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Breast cancer is the most common malignancy and the leading cause of death
from cancer among females worlowide. Despite all the research and all the
progress achieved so far, the morbidity and mortality due to this cancer remains
high in patients at advanced stages. Recently, it was described a new model of
carcinogenesis in which stem cells (SC) could be responsible for the origin,
morphological heterogeneity and self-renewal of cancer. In support of this theory, it
has been observed, in most solid tumors, the presence of cells showing phenotypic
and biological characteristics of stem cells, which have thus been designated
cancer stem cells (CSC). Being associated with therapeutic resistance and tumor
recurrence in the long run, CSCs constitute an important target in pharmacological
and pathophysiological studies. In addition to CSCs, promising therapeutical
targets also include tumor angiogenesis. Nevertheless, very few studies have
focused on the interrelations of these two strategies. Statins are first-line anti-
dyslipidemic drugs which have been shown to possess anti-neoplastic properties —
possibly related to anti-apoptotic and/or anti-angiogenic effects (although these
putative mechanisms have not yet been entirely investigated). Based on
preliminary results of Gauthaman et al. (in vitro data) and of our group (in vivo
data), indicating that statins (specially the lipophilic ones) may have a specific
inhibitory effect over mammary CSCs, we sought to elucidate the in vivo effect of
simvastatin on tumor angiogenesis and CD34+ CSC, simultaneously; this was
achieved using a well-recognized carcinogenesis model, where a single dose of
7,12-Dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) is used to induce of mammary tumors in
Sprage-Dawley female rats. Of notice, this is the first time angiogenesis is
quantitatively and morphologically assessed in this model. Our results show that
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simvastatin significantly increases the relative participation of invasive ductal
carcinoma as a subcomponent of the induced mixed tumors, suggesting that this
drug may modulate the morphologic plasticity of DMBA-induced mammary
neoplasms. It was also observed a significant reduction in the microvessel density
(MVD) of treated tumor tissue, when compared to that of untreated specimens. No
significant difference was seen in terms of CD34+CSC number, when comparing
treated and untreated tissues, which is in clear contrast to in vitro results reported
in the literature and to our own in vivo results (using other CSC markers). In
conclusion, in the present protocol, simvastatin, at the dose of 40mg/kg daily for 14
days (which is comparable to the anti-dyslipidemic doses used in humans), has
anti-angiogenic and morphologic effects on DMBA-induced mammary tumors, but
no significant action on CD34+ CSCs. (413 words)

Keywords: angiogenesis, cancer stem cell, simvastatin, CD34,
immunohistochemistry.
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1- Introducao

1.1 - Angiogénese

A angiogénese pode ser conceituada como a formagao de novos vasos
a partir de células endoteliais maduras oriundas de um leito vascular pré-
existente"%>34, sendo o principal mecanismo de neoformagc&o vascular durante a
vida pds-natal>® e requer a agdo coordenada de uma variedade de fatores de
crescimento e moléculas de ades&o celular em células endoteliais e murais!”.

A angiogénese esta implicada tanto em processos fisiologicos quanto
em condigdes patoldgicas®®. Fisiologicamente, é descrita (1) em tecidos que
sofrem renovagao ou modificagdes ciclicas (e.g., endométrio, ovario e mama) e (2)
em situagdes de inflamagao e reparo tissular autolimitados (e.g., cicatrizagdo). No
padrédo fisioldgico, a angiogénese se caracteriza por um processo rigidamente
regulado, de curta durago, homogéneo e hierarquico, com artérias musculares e
elasticas, arteriolas, capilares, vénulas pds-capilares, pequenas e médias
veias® 1% No contexto patoldgico, ocorre em: inflamagdes cronicas (e.g., artrite
reumatoide), doencas metabdlicas (e.g., diabetes mellitus) e processos
neoplasicos (benignos e malignos). Na forma patoldgica, os vasos neoformados
sdo ramificados e de distribuicdo irregular, com formacdo de “shunts’
arteriovenosos, sem padrdo hierarquico. Além disso, seu funcionamento é
andmalo, j& que possuem fenestracdes irregulares e maior pemmeabilidade as
proteinas e plasma™©'l. Trés condigdes principais geramente levam &
angiogénese patologica: tumor, inflamacdo e hipdxia. Essas condigdes estimulam

a expressao de genes angiogénicos, sendo 0 mais importante o fator induzivel por
31



hipoxia (HIF)-1a, que regula um estimulante angiogénico conhecido como fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF),

Do ponto de vista teleoldgico, qualquer que seja o contexto bioldgico
considerado, a angiogénese parece atuar favorecendo a perfusdo sanguinea do
tecido em questad™, o que resulta, de um lado, em um melhor aporte de
oxigénio, nutrientes, hormdnios, fatores de crescimento e células inflamatérias/ do
sistema imunitario, e, de outro, em uma dissipacdo mais eficiente de produtos
finais (geralmente tdxicos) do metabolismo celular (e.g., CO», &cido Iatico, etc.).
Este papel, conhecido como “efeito perfusional”, esta intimamente ligado acs
processos de proliferacdo e crescimento dos tecidos organicos normais e
neoplasicos’™. Até certo tamanho, os tecidos conseguem redlizar estas trocas
através de difusdo passiva direta. A partir de certas dimensdes (1-2mm), o
crescimento do tecido fica condicionado a um sistema de perfusdo sanguinea
promovido por vasos neoformados™™. A ideia de que a angiogénese seria
fundamental para o crescimento neoplasico € sustentada por duas linhas de
pesquisa: uma é baseada na administracio de substancias angioinibitdrias (e ndo
citostaticas para células tumorais), como os analogos da Fumagillina (e.g., TNP
470), que inbem o crescimento de tumores experimentais; a outra se baseia na
inibicdo do crescimento tumoral in vivo, mas ndo in vitro (onde ndo ha vasos),
mediante 0 blogueio imunofarmacolégico de agentes pro-angiogénicos, como o
VEGF e bFGH"'8. Além do efeito “perfusional”, as células endoteliais dos vasos
neoformados liberam para as células tumorais importantes citocinas (e.g., IL-6 e

GCSF) e fatores de crescimento que atuam paracrinamente, estimulando a
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proliferacio celular®1”18, Algumas destas substancias também atuam de forma
autéerina sobre as proprias células endoteliais, retroalimentando a angiogénese.

Postula-se que, quanto maior a proliferacdo de um tecido neoplasico,
maior seriam as suas necessidades metabdlicas e, consequentemente, mais
expressivo deveria ser o grau de neoangiogénese®™ ', Sendo os tumores malignos
geralmente de crescimento mais rgpido que os benignos, poder-se-ia prever uma
maior vascularizacdo naqueles do que nestes. Pela mesma analogia, entre as
malignidades, pode-se supor que 0s tumores mais agressivos (crescimento mais
acelerado e ou potencialmente metastatizantes) também apresentariam indices de
angiogénese maiores. Ainda em relagdo as neoplasias malignas, um aumento na
vascularizagcdo poderia, em tese, favorecer a disseminagdo sistémica,
aumentando as chances de uma célula cancerosa ganhar a circulagao™>?,

Em conjunto, estas trés suposicdes, se confirmadas, teriam grande
impacto diagnostico (no  diferencial entre  entidades morfologicamente
semelhantes), progndstico (suplantando ou complementando outros fatores
estabelecidos) e terapéutico (principalmente, na indicacdo de estratégias de
tratamento baseadas em agentes antiangiogénicos). Embora tenham sido
testadas exaustivamente em inUmeros tumores, nas Ultimas décadas, estas
hipdteses foram apenas parcialmente confirmadast?’l. Além disso, apesar do
ndmero crescente de farmacos antiangiogénicos em teste ou em implantaco
(e.g., Bevacizumab, Sorafenib, Sunitinib, Aflibercept, Talidomida, etc) no
tratamento de malignidades (e.g., mama, mieloma mittiplo, cancer de prostata,

etc.), importantes lacunas no conhecimento acerca da fisiopatologia, biologia
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molecular e farmacologia da angiogénese tumoral ainda impedem seu
aproveitamento clinico pleno como alvo de estratégias terapéuticas.

Um passo importante no preenchimento dessas lacunas seria a
caracterizacdo do fendmeno de angiogénese em modelos experimentais bem
estabelecidos de carcinogénese quimicamente induzida, como o baseado na
administracdo de 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) em ratas Sprague-
Dawley. Embora seja um modelo muito citado na literatura, especialmente pela
elevada taxa de sucesso e especificidade para inducdo de cancer mamario, 0
protocolo de carcinogénese induzida por DMBA foi muito pouco explorado como
modelo para estudo da angiogénese'®.

Diferentes métodos de mensuracdo podem ser utilizados na avaliagéo
da angiogénese tumoral. Do ponto de vista histomorfoldgico, a angiogénese
neoplasica pode ser estudada por meio de duas abordagens principais: (1) através
da andlise de aspectos quantitativos (morfométricos) dos vasos neoformados e (2)
através do estudo de substancias prd e antiangiogénicas, em nivel génico ou,
mais comumente, de expressao proteica. Do ponto de vista quantitativo, a primeira
abordagem - considerada a forma mais dreta de se avaliar o grau de
vascularizacdo de um tumor — é representada na vasta maioria dos estudos
através da variavel “densidade microvascular” (microvessel density ou MVD, em
inglés)[16, 19,21,23,24,25,26,2ﬂ.

A MVD € o método de quantificagdo de angiogénese mais utilizado na
literatural?"23228, Pode ser definida como um valor médio de contagem de vasos,

obtido através de uma metodologia historicamente pouco consensual, isto é,
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variavel de estudo para estudo. Na maioria dos estudos, sdo contadas estruturas
microvasculares intratumorais em areas de maior concentragdo vascular
(“hotspots”), fora de areas esclerdticas ou de necrosel?v225% Define-se como
“microvaso’, qualquer estrutura vascular, representada em secgao transversal,
longitudinal ou tangencial, que se apresente nitidamente separada de outras
estruturas  semelhantes®23#, De goordo com esta norma, dois ou mais
microvasos adjacentes (e ndo contiguos no corte histoldgico analisado) devem ser
contabllizados como estruturas separadas, mesmo que na redlidade
correspondam a segmentos de unico vaso tartuoso que “corta’ o plano de secgao
histologica mais de uma vez. Além disso, para ser considerada como um
microvaso, a estrutura em questdo ndo pode apresentar parede muscular®l. Nao
€ necessario apresentar lumen no corte histoldgico avaliado. Contudo, estando
presente, ndo ha aitérios bem estabelecidos que definam seu didmetro maximo.
Alguns estudos propdem um didmetro maximo de 350um (ou o equivalente a
cerca 50 hemacias enfileiradas), outros simplesmente nao definem qualquer limite
%28 Qutro ponto de controvérsia diz respeito ao niimero de campos analisados e
ao diametro de campo/objetiva utilizados para tanto. Na literatura, o nimero de
areas analisadas varia de 2 a 5, enquanto o didmetro de campo varia de 0,3mm? a
1,452mm¢ (2123252

A principal aplicacéo pratica da MVD tem sido sua utilizagdo como fator
preditivo de crescimento tumoral agressivo, potencial metastatico e,
consequentemente, de sobrevidd™. Weidner e seus colaboradores®

demonstraram que a MVD em mulheres com carcinoma ductal invasor da mama é
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um fator preditivo independente para comportamento agressivo. Estes autores
encontraram um aumento no risco de metastase de 1,17x para cada aumento de
10 vasos no MVD. A maioria dos estudos subsequentes mostrou uma correlacéo
entre MVD e varios parémetros progndsticos®?, sendo a MVD um preditor
significante para recidiva local, sobrevida geral e livre de doenga, em pacientes
com cAncer de mama sem metastases linfonodais! ™.

Inicialmente, as estruturas microvasculares resultantes do fendmeno de
neoangiogénese eram identificadas utilizando-se coloragdes histoldgicas de rotina
(e.g., hematoxilina-ecsina) e critérios morfolégicos simples (e.g., presenca de
Iimen e hemacias em seu interior). Desde o principio, 0s pesquisadores puderam
constatar que tais protocolos eram pouco acurados e fidedignos, devido as
limitagBes técnicas e ao elevado grau de subjetividade inerentes aos método. Com
0 advento da imuno-histoquimica, varios marcadores foram utilizados com
sucesso para revelar de forma objetiva e fidedigna os microvasos relacionados a
angiogénese tumoral®325® Dentre 0s marcadores mais comumente
empregados/relatados, destacam-se: 0 antigeno relacionado ao fator VNI (fator de
Von Willebrand), o CD34 e a molécula CD31/PECAM-1. Estes marcadores séo
chamados em conjunto de “panendoteliais™®!, pois ndo permitem a disting&o entre
vasos sanguineos e linfaticos, ou entre vasos recentes e antigos. Dentre os
marcadores panendoteliais, destaca-se 0 CD34, pela frequéncia com que foi
empregado na literatura.

O CD34 é uma glicofosfoproteina de superficie expressa em células-

tronco linfohematopoiéticas, células endoteliais  vasculares, fibroblastos
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embriondrios e células dendriticas fibroblast-like em tecidos conjuntivos'®03:3,
Recentemente, dois consensos internacionais sobre metodologia em avaliagao de
angiogénese, expressando a opinido de pesquisadores renomados nesta area,
recomendaram a utilizagdo do CD3433. Além de gozar da preferéncia dos
especidlistas na drea de angiogénese, do ponto de vista objetivo, 0 CD34 é
comprovadamente o marcador mais sensivel e tecnicamente reprodutivel, dentre
0s panendoteliais 23,

1.2- Células-tronco neoplasicas e cancer de mama

As células-tronco (CTs) podem ser definidas através de duas
propriedades principais: (1) a capacidade de autorrenovacéo e (2) a de originar
diferentes linhagens celulares™. As CTs podem se dividir de forma simétrica ou
assimétrica, originando duas novas células tronco filhas, ou uma nova célula
idéntica a si e uma célula progenitora, comprometida em originar uma linhagem de
células mais maduras (mais diferenciadas) e comprometidas com um fendtipo
funcional especifico 3631, A autorrenovagdo celular das CTs é controlada por
diversos genes como o Bmi-1, o Notch, o Wht e aqueles associados a citocinas
como 0 TGF-B®¥. Em conjunto, essas caracteristicas (autorrenovacdo e
capacidade de originar multilinhagens) conferem as CTs um papel fundamental
tanto em processos fisiologicos (formagdo de drgaos durante a embriogénese,
renovacado natural de epitélios, reparacao/cicatrizagdo de tecidos lesados, etc),
Ccomo em processos patolégicos — em particular, na génese e manutencdo de

neoplasias malignas®+¥,
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As células-tronco sdo classificadas segundo o periodo de
desenvolvimento do organismo e o tecido de origem em: células-tronco
embriondrias, de corddo umbilical e adultas (sendo a capacidade de originar
multiplas linhagens decrescente nesta ordem). As células-tronco adultas compdem
pequena percentagem das células encontradas em sistemas organicos maaduros,
onde dao origem a tipos celulares especificos. Em geral, tais células séo de vida
longa, comportamento quiescente/latente (baixo indice proliferativo) e geram,
através de mitoses assimétricas, ndo sO novas celulas-tronco, mas também uma
progénie comprometida, que populam e/ou renovam o érgéo consideradd™3. No
caso do tecido mamério, essa progénie comprometida (originada a partir de CT
adultas) inclui todos os tipos celulares que compdem o seu tecido funcional ou
parénquimal®,

O parénquima das glandulas mamarias € organizado do ponto de vista
macro- e microanatdmico em uma estrutura ramificante comparavel a uma “arvore
composta de galhos ocos™™. Histologicamente, suas unidades morfofuncionais
bésicas, chamadas de unidades ducto-lobulares terminais (UDTLs), possuem (1)
uma camada interna de células epiteliais que delimitam um IUmen (onde a
secrecdo lactea € langada e conduzida até o meio externo) e (2) uma camada
externa de células mioepiteliais que secretam a lamina basal (separando o
parénquima mamario do estroma fibroadiposo) e possuem dtividade contratil
(necesséria para a progressdo da secrecio lactea ao longo do sistema ductal)™.
As glandulas mamarias possuem a capacidade de se remodelarem através dos
ciclos de gravidez, lactacdo e involugéo durante o periodo de vida feminino, sendo
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esta habilidade atualmente atribuida as células-tronco (CT) residentes na mesma.
Acredita-se que essas células sejam capazes de redlizar trés funcbes
fundamentais: dar origem a tecidos da glandula mamaria adulta durante o
desenvolvimento intra e extrauterino; permitir grande expansao e remodelamento
tissular durante maltiplos ciclos de gravidez, lactac&o e involucéo; e, com menor
frequéncia, servir como reserva para reparo em eventual dano tissulart™. As CTs
adultas da mama podem realizar tais funcdes, uma vez que podem originar por
mitoses assimétricas os principais tipos celulares mencionados acima: as células
epiteliais e mioepiteliais. Vale mencionar que as CTs da mama se assemelham
muito as células mioepiteliais das UDLTs, tanto do ponto de vista morfoldgico
(aspecto indiferenciado) quanto imunofenatipico (expressao de P63, e.g.). Essa
constatacdo resultou na criagdo do termo “célula basal” que reline tanto as CTs
adultas da mama, como as células mioepiteliais de aspecto indiferenciado.
Embora seja muito empregado na literatura, especialimente em discussoes
diagnésticas (onde a presenca de uma camada continua de células basais é
importante para definir malignidade), este termo deve ser evitado a luz dos
conhecimentos atuais, devido a sua imprecisao.

Na ultima década, o conceito de CT mamdia tem sofrido uma
expansao consideravel: além dos varios papéis fisioldgicos discutidos acima, tém
sido postuladas funcdes especificas e importantes em contexto patoldgico —
especiamente na origem e desenvolvimento das neoplasias malignas. As

mutagbes que iniciam um carcinoma mamario parecem se acumular em células
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que persistem durante a vida de uma mulher, visto que ha um aumento
exponencial na incidéncia de cancer de mama com a idade.

A evolucdo de uma célula normal em uma totalmente transformada
requer a desregulacdo de multiplos processos celulares e, de acordo com 0s
modelos classicos de carcinogénese, esses eventos podem ocorrer em qualquer
célula. Mais recentemente, contudo, devido a essa caracteristica cumulativa e
tardia do desenvolvimento neoplasico, temse especulado que a célula alvo de
modificagdes genéticas cumulativas seria na pratica uma célula quiescente, com
potencial multilinhagem — propriedades tipicamente observadas em células-tronco
e em células progenitoras imaturas. Esse raciocinio levou ao desenvolvimento da
chamada hipdtese de carcinogénese das células-tronco neoplasicas (CTN)
segundo a qual os alvos preferenciais para transformagdo oncogénicas seriam
células-tronco adultas ou células progenitoras primordiais com potencial de
autorrenovacao preservadod®349. Cumpre ressaltar que essa hipdtese configura
um novo paradigma de carcinogénese que vem ganhando credibilidade na Ultima
década por meio de evidéncias cientificas cumulativas, e que se contrapde ao
modelo classico de carcinogénese no qual as neoplasias se originariam a partir de
mutagcdes sucessivas em qualguer célula de um tecido (independente do seu
status de maturagao/diferenciagio)*!.

Independentemente  da  origem da neoplasia (se em célula
madura/diferenciada ou em CT), é possivel constatar in vitro e in vivo, na grande
maioria dos tumores malignos, uma subpopulacéo de células indiferenciadas, com

caracteristicas fenotipicas/funcionais de célula-tronco, que em geral correspondem
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a menos de 1% da neoplasial®®. Essas células sdo designadas como “células-
tronco tumorais, cancerosas ou neoplasicas (CTNs)”. Com frequéncia, especula-
se que as CTNs poderiam ser responsaveis pela heterogeneidade morfoldgica e
molecular de algumas neoplasias (como 0s carcinomas mamarios € ovarianos).
Além disso, as CTNs tém sido associadas em inlmeros estudos a capacidade de
adgumas malignidades de resistir as principais modalidades terapéuticas
antineoplésicas — especiamente, a quimioterapia e a radioterapia®’. Essas
modalidades parecem atuar de forma eficaz apenas sobre as células diferenciadas
da neoplasia (especialmente as de maior indice proliferativo), reduzindo
significantemente essa subpopulacio e deixando para tras as CINs; acredita-se
que estas células proliferariam lentamente, levando anos para reconstituir a
neoplasia original em niveis detectaveis pelos principais métodos laboratoriais e
imagenoldgicos de diagndstico. Dessa forma, as CTNs poderiam estar implicadas
diretamente em recidivas em longo prazo (mais de 5 anos pds-remissdo),
observadas em algumas neoplasias como o cancer maméario.,

Os fatores que tornam as CINs mais resistentes a terapéutica
antineoplasica ndo estéo totalmente elucidados, mas parecem estar relacionados
ao fato das CTNs (1) estarem na maior parte do tempo em estado quiescente
(sendo que a maioria das estratégias terapéuticas sdo mais efetivas em células
em ciclo) e (2) expressarem moléculas transportadoras de xenobidticos
(transportadores de efluxo), que impedem o acimulo citosdlico de farmacos
antineoplésicost!. Dentre esses transportadores de efluxo, que constituem o

substrato molecular para o fendmeno de resisténcia a mltiplas drogas, destacam-
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se a glicoproteina P (Pgp) - produto do gene MDR1 (“multidrug resistance genet”
ou ABCG1) -, bem como a proteina codificada pelo gene ABCG2 (ATP-binding
cassefte sub-famly G member 2). A proliferacdo lenta das CTNs também
explicaria porgue as recidivas de alguns tumores (como os carcinomas mamarios,
0s osteossarcomas e 0s sinoviossarcomas) podem demorar mais de 10 anos para
tornaremse  detectdveis pelos métodos imagenoldgicos e  laboratoriais
disponiveis*?.

Na ditima década, evidéncias cientificas cumulativas tem demonstrado
que a proporcdo de CINs em uma neoplasia pode estar associada a:
comportamento  bioldgico mais  agressivo  (e.g., maior capacidade de
invasao/metastatizagao), maior risco de recidiva (principalmente em longo prazo)
e, por conseguinte, pior progndstico™. A relacio entre CTN e parametros de valor
prognéstico/preditivo de resposta terapéutica em malignidades torna este fendtipo
celular um alvo essencial em pesquisas sobre fisiopatologia do cancer e
farmacologia de antineoplasicos. Grande parte da literatura neste tema
desenvolveu-se ha menos de 10 anos, inicialmente envolvendo neoplasias
hematoldgicas (leucemias) e, posteriormente, neoplasias sdlidas, com destague
para a pesquisa relacionada ao cancer de mamal®,

O grande interesse no estudo do cancer mamario se deve, pelo menos
em parte, ao fato desta neoplasia representar a forma mais prevalente de
neoplasia maligna e a principal causa de obito, dentre as malignidades do sexo
ferminino, no mundo todo™**. Estima-se em mais de 1,2 milhdes de novos casos

por ano, no mundo™*.No cancer de mama, a presenca de CTNs foi estabelecida
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em linhagens celulares, modelos experimentais murinos e em tecido humano,
através de diferentes técnicas, dentre as quais se destacam: o teste de efluxo do
corante Hoechst, a formagdo de mamosferas em cultura, a imunofenotipagem por
citometria de fluxo e por imuno-histoquimical®®l. A escolha do melhor método de
identificacio de CTN é controversal®4/,

Do ponto de vista imunofenatipico, CTs e CTNs caracterizam-se por um
padrdo ou perfil de expressdo de moléculas, as quais sdo representadas
principalmente por proteinas e glicoproteinas, encontradas na superficie, no
citoplasma ou no nlcleo dessas células. Esse perfil ou assinatura molecular é
definido tanto pela expressao tipica de algumas moléculas (e.g., CD34, CD133, C-
kit/CD157, pe3, ESA, Oct-4, Sca-1 efc) quanto pela auséncia caracteristica de
outras moléculas (i.e., CD24). O pexfil imunofenctipico caracteristico de uma CTN
pode variar: (1) de neoplasia para neoplasia, em funcéo da histogénese ou do
subtipo  histoldgico das mesmas; (2) ertre espécies animais/modelos
experimentais diferentes; (3) de acordo com a técnica de imunofenctipagem
utiizada (citometria de fluxo vs. imuno-histogquimica, i.e.); (4) segundo a
abordagem experimental (in vitro vs. in vivo); e (3) dentro de um mesmo turmor,
sugerindo a coexisténcia de clones distintos e/ou de subclasses funcionais
diferentes de CTNs®¥. Além disso, nem sempre o perfil imunofenctipico de
determinada CTN coincide perfeitamente com o perfii da CT normal
correspondente, 0 que indica que algumas destas moléculas possam ter um papel
importante para a manutenc&o do préprio fendtipo neoplésico ou maligno>4.
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Grande parte desta variabllidade imunofenctipica parece estar
relacionada ao fato destes marcadores serem moléculas envolvidas na interagao
da CT (normal ou neoplasica) com o seu nicho, sendo essa interacao dinamica.
Assim, variando-se o microambiente celular ou 0 momento da dindmica de
interagdo, diferentes padrdes imunofenctipicos podem ser encontrados (sem
mencionar as diferengas técnicas inerentes a cada método de imunofenctipagem,
as quais podem favorecer a preservacao e a deteccao de alguns marcadores em
detrimento de outros). E importante ressalttar que, independente dessa
variabilidade  imunofenctipica  (parciamente  decorrente  de  questbes
metodoldgicas), a existéncia de perfis imunofenctipicos especificos para CTs e
CTNs permite a deteccao dessas células em diferentes contextos experimentais, o
que por sua vez favorece e agiliza enormemente a realizagao de estudos sobre
essas Células, voltados para o entendimento de aspectos fisiopatoldgicos e para o
desenvolvimento de aplicacdes clinicas (i.e., testes diagnésticos, ferramentas de
avaliagdo prognéstica/preditiva de resposta terapéutica e estratégias de
tratamento, em particular, farmacoldgicas) .

No cancer de mama, a presenca de CTN foi estabelecida em linhagens
celulares, modelos experimentais murinos e em tecido humano, através de
diferentes técnicas, dentre as quais se destacam: o teste de efluxo do corante
Hoechst, a formagdo de mamosferas em cultura de suspensdo, a
imunofenctipagem por citometria de fluxo e por imuno-histoquimical®l. A detecgéo
de CINs mamarias envolve a pesauisa de moléculas tipicamente associadas ao

fendtipo de células tronco/progenitora, através de técnicas imunolégicas como
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imuno-histoquimica e a citometria de fluxo. Esta abordagem baseia-se na
premissa de que as CTNs devem conservar pelo menos parcialmente a expressao
de antigenos caracteristicos da célula de origem (seja uma CT ou progenitora
primtivas normais) — um conceito amplamente demonstrado em estudos
recentes®®*¥ Dentre os marcadores mais utilizados na literatura, encontram-se:
o ALDH1 (um marcador alternativo ao teste do ALDEFLUOR), CD133,
ESA/EPCAM, CD34 e a combinacio CD44/CD24 (sendo o perfil CD44+/CD24-
indicativo de CTN)®"%5854,

Em favor dos métodos de deteccdo de CINs baseados em
imunofenctipagem, temse o fato de serem mais fadiveis (menos
complexos/laboriosos) e envolverem menor custo (com reagentes, equipamentos
e profissionais), sendo, portanto mais facilmente adaptaveis a diferentes
tecidos/modelos, bem como a rotina de laboratérios de pesquisa e, futuramente,
de servicos assistenciais. Nesse sentido, as técnicas imuno-histoquimicas, em
particular, apresentariam ainda a vantagem de permitir o estudo das CTN in situ
ou “contextualizado”, isto é, com correlacio morfoldgica, arquitetural e topografica
(uma vez que as células sao observadas em seu contexto histoldgico real). Dado
que nenhum marcador € isolada e absolutamente especifico para o fendtipo CTN,
essa correlacio citoarquitetural/topografica poderia ndo sb reduzir as chances de
falsos positivos (reagdo cruzada com elementos tissulares normais dificeis de
serem distinguidos a citometria de fluxo, por exemplo), como poderia fornecer
insights a respeito do papel bioldgico especifico das CTN em varias neoplasias. A
identificacdo de CTN por métodos imunoldgicos tem permitido, recentemente,
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estudos visando ndo s confirmar no cancer de mama o valor prognostico dessas
células, como também avaliar farmacos que atuem especificamente sobre CTN,
sem acarretar dano as CT normaist>”). Em conjunto, as vantagens das técnicas de
imunofenctipagem tem levado alguns autores a declarar que estas abordagens de
deteccdo de CTNs deverdo suplantar brevemente as demais, como padrao
ourd™,

Finalmente, estudos recentes sugerem que os tumores malignos sejam
compostos por uma hierarquia celular guiada por CTNS™, Acredita-se que as
interagdes entre as CTN e 0 estroma sejam componentes criticos para a histéria
natural da neoplasia, especiamente no que diz respeito ao processo de
metastatizacdo — o0 evento que mais intimamente se associa a mortalidade por
cancer. O processo de metastatizacdo € um fendmeno complexo que depende
direta ou indiretamente da aquisicio de algumas habilidades por parte das células
neoplasicas. Dentre essas habilidades, destacam-se: a capacidade de migracdo
através do tecido conjuntivo, a capacidade de invasao vascular, de inducdo de
angiogénese e de implantacdo em tecidos distantes da neoplasia primaria. Na
ultima década, inUmeros autores tém sugerido que as CTNs poderiam ter um
papel modulador destas capacidades, ora produzindo diretamente os fatores de
crescimento e as citocinas reguladoras desses processos (angiogénese, digestao
enzimatica de matriz extracelular, capacidade migratoria, etc.), ora induzindo sua
producdo em células do estroma (macrdfagos, fibroblastos, células endoteliais,
etc.)



1.3- Estatinas

Nos dltimos anos, o desenvolvimento de agentes farmacoldgicos
antineoplasicos tem sofrido uma importante mudanca de paradigma. A antiga
busca por quimioterdpicos citotoxicos, que invariavelmente resultara em drogas de
elevada toxicidade, tem dado lugar a busca por drogas de baixa toxicidade que
possam ser utilizadas no controle do cancer por longos periodos, aumentando e
melhorando a sobrevida do paciente, a semelhanca do modelo de tratamento de
outras doengas cronicas. Essa busca tem se iniciado principalmente pela
reavaliacdo de farmacos de baixa toxicidade, ja utilizados com sucesso em outras
doencas (e.g., hipertenséo arterial, diabetes mellitus, dislipidemias, etc.). Neste
contexto, cumpre destacar o papel emergente das estatinas. As estatinas sao
inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-coA) redutase, sendo esta
uma enzima critica na via de biossintese do colesterol®. A HMIG-coA redutase
catalisa a formac&o acido mevalénico — etapa limitante de velocidade na via de
sintese do colestera®). Uma vez que as estatinas diminuem a biossintese
enddgena do colesterol, estes fammacos sdo utilizados na prevencéo e tratamento
de doengas cardiovasculares associadas a dislipidemiast®®.

As estatinas podem ser dividas entre dois grupos: (1) as lipofilicas
(sinvastatina, mevastating, lovastating, fluvastatina e atorvastatina) e (2) as
hidrofilicas (rosuvastatina e pravastating)®!. Estes grupos ndo apresentam
diferencas significantes no que diz respeito ao efeito desejado — o antilipemiante.
Contudo, apresentam diferencas farmacocinéticas que podem resultar em efeitos

toxicos distintos: enquanto as estatinas lipofilicas estdo mais frequentemente
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associadas a hepato e miotoxicidade, as hidrofilicas estdo associadas a maior

risco de nefrotoxicidade!®®8,
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Figura 1: Estruturas quimicas dos inibidores da hidroximetilglutaril coenzima A (HMIG-CoA).[59]

Além do efeito antilipemiante, pelo qual s&o conhecidas, as estatinas
parecem exercer efeitos outros farmacoldgicos independentes da sintese de
mevalonato. Nos Ultimos trinta anos, foram relatados: efeitos imunomodulatorios,
acoes anti-inflamatorias, diminuicdo de radicais livres de oxigénio e efeitos
antineoplasicos™®%®8' Estudos epidemioldgicos em individuos do sexo feminino
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sugerem que 0 uso das estatinas pode reduzir o risco de incidéncia de cancer
mais de 20%%8364. Além disso, um nimero crescente de estudos experimentais
tem demonstrado que as estatinas podem exercer efeito citotoxico (indugéo de
morte celular), citostatico (supressdo de crescimento) e potencializador de outros
agentes antitumorais (incluindo aumento de eficacia quimiopreventiva), quando
utiizados como agente antineoplasico, no tratamento de neoplasias ja
estabelecidas (previamente induzidas)®%, Nesse sentido, as evidéncias mais
fortes sao representadas por: (1) estudos in vivo, utilizando camundongos com
cancer mamdrio ErB2(+), nos quais o uso de sinvastatina e lovastatina resultou em
diminuicao significante do crescimento do tumor®; (2) estudos demonstrando que
a lovastatina, além de inibirem o crescimento tumoral em camundongos, reduz as
chances de ocorréncia de metastases’"™; (3) trabalhos in vifro, onde a
lovastatina aumentou a comunicacdo intercelular (fluxo de moléculas) através de
jungdes do tipo gap, influenciando nos nivels intracelulares de célcio e alterando
vias de sinalizagao intracelular ligadas a crescimento e sobrevivéncia celular em
células de adenocarcinomas mamérios™; e, finalmente, (3) estudos in vivo, onde
os efeitos da lovastatina foram verificados e associados a indugdo de apoptose e
parada do ciclo celular entre as fases GO e G1™. Em conjunto, esses dados
apontam para o grande patencial desta classe de farmacos ndo sé na prevengao,
como no tratamento/controle de neoplasias malignas a longo prazo. Até o
momento, pdde-se constatar que o0s tumores que mais respondem a acdo
antitumoral das estatinas sdo: os gliomas, as neoplasias malignas de pele, de

cdlon e de mamal®.
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Até o momento, o conhecimento a cerca dos mecanismos de acdo
antineoplasica destas drogas € bastante restrito. S3o propostas agdes
dependentes e independentes do acido mevaldnico. As dependentes do
mevalonato incluem o bloqueio de processos que sdo regulados por esta
molécula, tais como: biossintese e prenilacdo de intermediarios de isoprondides
de proteina-G (RHO A B, C e CEBPE/F), 0 que impediria a autorrenovagao
celular® 8, Entre as agdes que independem da sintese de mevalonato, destaca-
se uma possivel acdo controladora dos niveis dos genes p21 e p27, o que
também acarretaria diminuico da proliferacdo celular’®™. A inibicdo da proliferacio
celular também poderia estar relacionada a prevencéo da transicdo da fase Gi
para a fase S do ciclo celular, através da inibicdo de quinases que facilitariam a
progressao celular ou através do aumento de reguladores que inibiriam o ciclo
celular®. As estatinas também parecem ser capazes de desencadear a apoptose
através de fatores intrinsecos e extrinsecos, isto é, através do estimulo a sintese
de proteina BAX (molécula pro-apoptética), combinado a diminuicdo dos niveis de
BCL2 (uma proteina antiapoptdtica)™ ™. Finalmente, cita-se que as estatinas
seriam capazes de inibir a apoptose por meio de alteracdes dos niveis do gene
P53 ™.

Especificamente na carcinogénese mamaria, ha evidéncias de que
diferentes estatinas podem suprimir 0 crescimento e ou induzir apoptose em
linhagens celulares de adenocarcinoma mamario, sendo esse efeito associado a

supressao da via MEK/Erk, a reducéo dramética nas atividades de ligag&o do NF-



kKB e AP-1 DNA, bem como a elevacdo no nivel das proteinas supressoras de
tumor p21 de maneira dose-dependentel®.,

Em relacdo a angiogénese, o efeito parece ser complexo: em baixas
concentracdes, semelhantes as concentragdes plasmaticas de pacientes em
terapia a longo prazo, as estatinas podem induzir a angiogénese ao culminar na
producao de Oxido nitrico, enquanto que, em altas concentracdes, as estatinas sao
antiangiogénicas através de mecanismos apoptdticos!'>7,

system
4 HMG-CoA reductase 2 aNOS

Figura?2: Mecanismo da inibicdo de colesterol pelas estatinas e seus efeitos no sistema cardiovascular, na

prevencao de cancer e nas células-tronco embriondrias humanas.[56]

51



Nos estudos que caracterizam os efeitos antineoplasicos das estatinas,
n&o se relata o grau de susceptibilidade de subpopulagdes de CTNs a agdo das
estatinas, como possivel mecanismo de acdo antineoplasica. Apenas
recentemente, Gauthaman et all™® demonstraram de forma inédita que estatinas
lipofilicas apresentam efeito inibitdrio especifico sobre células tronco embrionarias
com alteragOes carictipicas e células de uma linhagem neoplasica mamaria com
fendtipo CTN, ndo afetando o crescimento de células tronco normais. Dados
preliminares de nosso grupo (nao publicados), demonstram pela primeira vez que
a acado anti-CTN descrita por Gauthaman et al. também ocorre in vivo, embora
pareca estar restrita a alguns tipos de estatinas e alguns subtipos de CTNs
mamarias.

Levando em consideracdo que os efeitos moduladores de angiogénese
das estatinas sao potencialmente Uteis para novas aplicacdes terapéuticas e que a
acao direta na angiogénese tumoral e/ou nas CTN s&o estratégias promissoras
para o tratamento do cancer de mama, o presente trabalho se faz importante para
0 estudo desses efeitos no desenvolvimento tumoral e as interrelacbes dessas
duas estratégias em um modelo de carcinogénese mamaria, visto a controvérsia
dos resultados reportados sobre os efeitos das estatinas!’?”® e a falta de dados
especificos para a sinvastatina.
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2- Justificativas

A redlizacZo do presente estudo baseia-se nas seguintes justificativas:

Impacto epidemioldgico do cancer de mama e falha terapéutica em estadios
avancados, determinando a necessidade de estudos que permitam maior
compreens&o sobre esse cancer e 0 desenvolvimento novas estratégias
terapéuticas.

Oportunidade de avaliagdo de um paradigma de carcinogénese inovador,
promissor € ainda pouco explorado — a célula tronco neoplésica (CTN).
Auséncia de estudos avaliando as interrelagbes fisiopatoldgicas entre CTN
e angiogénese.

Auséncia de estudos avaliando a acdo da sinvastatina (estatina mais
prescrita € com quebra de patente recente) simultaneamente sobre
angiogénese tumoral e um subtipo especifico de CTN (a CTN CD34+).
Oportunidade de avaliar angiogénese e CINs utilizando um marcador
imuno-histoquimico unico: o CD34.

Auséncia de estudos caracterizando o fendmeno de angiogénese no
modelo experimental de carcinogénese mamaria induzida por DMBA (um
dos modelos de carcinogénese mamdria quimicamente induzida mais
utilizados, de maior taxa de sucesso de inducao e maior especificidade para
neoplasias mamarias).

Auséncia de estudos caracterizando a presenca de CTNs CD34+ no
modelo experimental de carcinogénese mamdria induzida por DVIBA.
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e Oportunidade de validacdo da técnica de imuno-histoquimica como
métodos padrdo para a deteccdo de CTNs mamérias e estudo simulténeo
de angiogénese em modelos experimentais de carcinogénese mamaria.

e Contribuicdo para a aplicabilidade clinica das estatinas no tratamento
farmacoldgico do cancer de mama ao confrontar essas duas condicoes
prevalentes (uso de estatinas e cancer de mama) frente aos resultados
obtidos.

e Indicar o grande potencial para o tratamento do cancer por parte de um
farmaco de uso habitual em dislipidemias, baixa toxicidade e baixo custo
financeiro, 0 que resulta em maior acessibilidade da sociedade a um

tratamento e aumento da perspectiva de vida.



3-Objetivos
Geral
Caracterizar o fendbmeno de angiogénese neste modelo de
carcinogénese mamaria:
o Estabelecendo possiveis relagdes entre grau de vascularizagéo e
CIN CD34+;
e Avaliando os efeitos da sinvastatina sobre a angiogénese e as CTN

CD34+.
Especificos

o Caracterizar quantitativamente o fendbmeno de angiogénese em
tecido mamario normal e neoplasico;

o Caracterizar quantitativamente as CTs CD34+ em tecido mamério
normal e neoplasico;

o Descrever os efeitos da sinvastatina simultaneamente sobre a
angiogénese e as ClTs CD34+ em tecido mamario normal e neoplasico;

o Avaliar a existéncia de associacdes entre angiogénese, CTN e outras

varidveis bioldgicas (tipo histologico, grau de diferenciagdo, necrose e indice
mitético).
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4- Material e Métodos

4.1- Animais e inducao tumoral

Quarenta e cinco (45) ratas fémeas virgens Sprague-Dawley
provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Bioldgica (CEMIB-
UNICAMP), pesando entre 200-300g foram adaptadas durante uma semana ao
Biotério do Departamento de Farmacologia-Unicamp e submetidas ao protocolo de
tratamento, iniciado antes de completarem 45 dias de vida. As ratas foram
mantidas em gaiolas plasticas (cinco animais/gaiola) alimentadas com racéo para
roedores (Nuvital®) e agua “ad libitum’”, sob temperatura controlada de 22+2°C e
fotoperiodo de 12 horas (fotofase-escotofase). Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos como mostra a Figura 3.

45ratasS-D
(+200g; 45d)

Experimental

Controle (GC) (GE)
DMBA (-) DMBA (+)

GCl: GC2 GELl: GE2
Sinvostatina(-) | B Sinvestafina(+) | | Sinvestatina(-) | & Sinvostatina (+)

Figura 3: Protocolo experimental.
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Nos grupos experimentais, 0 carcinoma mamario foi induzido através de
uma Unica dose de 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA), na concentragdo de
100 mg/Kg de animal, diluida em 1 mL de Oleo de soja e administrada
intragastricamente por gavagem (adaptado de Barros et all™), enquanto que os
grupos controle n&o foram induzidos quimicamente com o DMBA. Os protocolos
realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA/UNICAMP, protocolo n° 2335-1) e realizadas seguindo as recomendacoes
éticas gerais da Sociedade Brasileira para Ciéncia de Animais de Laboratorio —
SBCAL (antigo Colégio Brasileiro para Experimentacéo Animal - COBEA).

4.2- Protocolo de tratamento

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (como
mostrado na Figura 3), sendo, entdo submetidos aos seguintes protocolos
experimentais:

a. Grupo Controle 1 (GC1; n= 6) —animais n&o induzidos e tratados com
1 mL de dleo de soja ao dia, administrado por gavagem (i.g.) durante
14 dias;

b. Grupo Controle 2 (GC2; n= 15) — animais n&o induzidos e tratados
com sinvastatina (40 mgkg/dia) diluida em 1 mL de dleo de soja ao
dia, administrado por gavagem (i.g.) durante 14 dias;

c. Grupo Experimental 1 (GE1; n= 12) — animais induzidos e tratados
com 1 mL de dleo de soja ao dia, administrado por gavagem (i.g.)
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durante 14 dias, apds desenvolvimento de tumor com medidas de 1
cm em cada um de seus trés maiores didmetros perpendiculares;

d. Grupo BExperimental 2 (GE2; n= 12) — animais induzidos e tratados
com Sinvastatina (40 mg/kg/dia) diluida em 1 mL de dleo de soja ao
dia, administrado por gavagem (i.g.) durante 14 dias, apos
desenvolvimento de tumor com medidas de 1 cm em cada um de seus
trés maiores didmetros perpendiculares.

Durante todo o protocolo, os animais foram acompanhados diariamente,
com avaliagdo de peso, bem como exame clinico geral, visando a identificacdo de
sindromes decorrentes do desenvolvimento da neoplasia. Durante as avaliagoes
clinicas, o maior tumor de cada animal foi mensurado em seus maiores diametros
perpendiculares com paquimetro digital, sendo o volume determinado segundo a

formula:

Ve Comprimento. Largura. Altura.w

6

Figura 4: Medicao de tumor mamario apds exérese.
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4.3- Coleta e exame macroscopico

ApGs o fim do protocolo experimental, as ratas foram submetidas a
eutanasia por aprofundamento anestésico com isoflurano. Foram retiradas e
examinadas macroscopicamente ambas as linhas mamarias das ratas dos grupos
controle e, nos grupos experimentais, as linhas mamarias contendo os tumores
induzidos. Apds exérese, os tumores foram mensurados nos trés maiores
diametros perpendiculares (para calculo do volume final, conforme descrito acima)
e avaliados quanto as caracteristicas macroscopicas (aspecto geral/coloragéo da
superficie externa, consisténcia e aspecto geral/coloracdo da superficie de corte).
Nesta etgpa foi definida uma variavel anatomopatoldgica significante neste trabalho: o
volume do maior tumor. Todos os animais foram submetidos a necropsia para
avaliacio de doenca metastética e outras comorbidades (incluindo efeitos toxicos
decorrentes dos tratamentos). O pratocolo de necropsia incluiu avaliagdo macro e
microscopicos de todos os &rgaos, com maior atencao para: cérebro, figado, pulméo,

coracdo, rim, medula éssea e musculatura esquelética.

4.4- Processamento histologico

Secgdes de, no maximo, 3 mm de espessura obtidas de cada
tumoragao encontrada, foram fixados por imers&o em formalina 10% tamponada,
durante 24h, e, em seguida, transferidas para um solucéo de etanol 70%, onde
permaneceram até o momento do processamento histologico. As amostras foram
entdo processadas para a inclusdo em parafina em processador automatico de

tecidos (histotécnico), de acordo com protocolo de rotina do laboratério
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(desidratacdo em bateria de etanol em concentragdes crescentes, diafanizacao
em xilol e embebicao em parafina). Ao fim do processamento, os fragmentos
foram incluidos em bloco de parafina. De cada bloco de pardfina, foi obtido
iniciaimente uma secgdo de 4-5 um de espessura, para confeccdo de lamina
histolégica. Estas l&minas foram coradas em hematoxilina-eosina (HE) para
selecéo do melhor bloco, do ponto de vista de qualidade de fixagao/processamento
histologico e representagio de tecido neoplasico vidvel. No presente tralbalho, foram
encaminhados para avaliagdo imuno-histoquimica (imunocoloracdo para CD34)
gpenas um bloco par animal, sendo este representativo da “melhar™ seagdo do tumor
de maior vaume (i.e., seccdo com maior representacdo de tumor vidvel e melhor

preservacao apds processamento técnico).

4.5- Avaliacao morfoldgica

Além de senvir a selecdo do bloco a ser encaminhado a avaliacio
imuno-histoquimica, a lamina corada em HE mencionada acima também foi
utilizada para a avaliagdo morfoldgica do maior tumor em cada animal. Nesta
avaliacdo, foram utilizadas as seguintes variaveis:

« Tipo histolégico predominante: variavel categorica que informa o principal
subtipo histolégico que compde a neoplasia (lembrando que a maioria das
neoplasias induzidas pelo DIMBA s&o mistas, ou seja, constituidas por mais
de um tipo histologico). A classificagdo do componente histologico
predominante levou em consideracdo os critérios estabelecidos pela OMS
(2003) para neoplasias humanas, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Classificacdo histologica de neoplasias mamarias humanas
estabelecida pela OMS.

WHO histological classification of tumours of the breast

melanotic
lobular carcinoma
cInom

Invasive cribriform ca

undant mucin

rcinoma
jmour
I carcin
idocrine

cinomas
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cinoma

Ircoma, low gr

8500
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Microglandular a
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shaviour is cod fi 1 3 forin situ c I and qi e a P r malignant tumours,
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e % do tipo histologico predominante: percentual médio do subtipo
histologico predominante estimado apds andlise de toda a superficie do
corte histolégico. Para esta avaliagdo, observou-se toda a superficie do
corte histoldgico em campo de médio aumento buscando identificar os tipos
histologicos componentes do tumor e contabilizar o valor relativo de cada
um em dado tumor, quando na existéncia de mais de umtipo histologico.

e Grau histolégico (do componente de carcinoma ductal): para graduagéo
histologica do componente de carcinoma ductal foi utilizado o sistema de
Nottingham (segundo a padronizacdo da OMS para neoplasias humanas
[2003]). Neste sistema, sdo avaliados trés aspectos da neoplasia: formacio
tubular (que recebe uma pontuagdo de 1 a 3), pleomorfismo nuclear (1-3
pontos) e indice mitético (1-3 pontos). O somatério final das 3 pontuacoes
resuta em um escore final (grau histologico final) que permite a
classificacdo da neoplasia em: bem diferenciada (total= 3-5 pontos),
moderadamente diferenciada (total= 6-7 pontos) e pouco diferenciada
(total= 8-9 pontos). Este esquema € o mais adotado na literatura humana,
sendo aqui utilizado pela primeira vez neste modelo de carcinogénese.

e indice mitdtico do componente ductal: esta variavel foi definida como o
numero total de figuras de mitose em dez campos aleatdrios de grande
aumento (i.e., utilizando a objetiva de 40X de um microscdpio Eclipse E200
[Nikon, Tokio, Japao]), o que equivale a uma area de 1,935 mm?. Esta
padronizacdo também segue as recomendagdes da OMS (2003),

mencionadas anteriormente.
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e % de necrose do componente ductal: percentual médio de necrose
morfoldgica estimado apds andlise de toda a superficie do corte histoldgico.

Todas as avaliagbes foram realizadas por dois observadores,
simultaneamente (em coobservacao), previamente treinados e cegos para o
protocolo experimental em questéo. Os resultados expressam o consenso obtido
no momento da leitura das laminas, entre esses observadores. Uma amostra
dleatdria de 10% dos casos foi reexaminada por patologista experiente em
Patologia Mamaria (AAS), sendo a concordancia interobservadores (AAS vs.
Consenso de dois observadores) analisada por meio da medida de Kaplan. Foi

considerada como satisfatéria uma concordancia maior que 0.8 (“concordancia

quase perfeita’).

4.6- Reacao imuno-histoquimica

Secgbes de 45 pm de espessura foram obtidas dos blocos
selecionados para imuno-histoquimica e colocadas em laminas previamente
tratadas com substancia adesiva - organcsilano (laminas “silanizadas’). Essas
laminas foram entdo desparafinizados em banhos de xilol, reidratadas em alcool
etilico nas concentragdes decrescentes de 100%, 80% e 50% e lavadas em agua
corrente e destilada. A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada por meio
de trés banhos de HO» 10 volumes, com duragéo de cinco minutos, seguidos de
lavagens em PBS. Para recuperacéo antigénica, foi utilizada uma panela a vapor
T-fall. No interior dessa, as laminas foram imersas em tampao citrato de sédio, em
pH 6,0 durante 30 minutos a 95 °C e, a seguir, lavadas em &gua correrte.
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A incubacio com o anticorpo primario anti-CD34 (policlonal de calora anti-
humano com reatividade contra tecidos murinos; Santa Quz, EUA; cat #  sc7045;
1:2000) se deu durante a noite (overnight), por 18 horas a 4 °C. Apds a incubagdo, as
ldminas foram lavadas trés vezes em PBS, sob agitagdo, secadas e incubadas
com o sistema de revelacdo LSAB+ System — HRP (DakoCytomation, K0690,
Carpinteria, GA, EUA) baseado em anticorpo secundério bictinilado marcado com
peroxidase, com solucdo DAB (tetraidrocloreto de 3-3-diaminobenziding, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos da América) como substrato
Cromogeénico.

Os cortes foram entdo contracorados com hematoxilina de Harris por
um minuto, desidratados e montados em laminulas e resina Entellan® (Merck,
Dermstad, Alemanha). A observacdo dos tecidos foi realizada em microscopio
optico (Eclipse E200, Nikon, Tokio, Japéo).

Para validagdo do método, utilizou-se como controles negativos
secgOes seriadas de cada tumor, ndo incubadas com o anticorpo primario. Além
disso, secghes histologicas de carcinoma mamario humano contendo vasos
sabidamente positivos para os marcadores vasculares acima mencionados foram

utilizadas como controles positivos a cada bateria de coloragao.

4.7 - Andlise quantitativa da imunocoloracao para CD34

A digtalizacdo e a andlise das laminas foi redlizada de modo
automatico em equipamento integrado, constituido por scanner de lamina total
(ScanScope XT, APERIO, EUA), servidor de 1Tbyte e programa de andlise
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imagens dedicado. Imagens estaticas TIFF, provenientes da lamina virtual obtida
com o procedimento de escaneamento, foram recuperadas através do software
ImageScope (Aperio Technologies Inc., USA). Foram obtidas seis imagens de
hotspots vasculares (areas com maior concentragdo de microvasos) € Seis
imagens de hotspots de CTNCD34+, sempre em médio aumento (200X). Nas
imagens de hotspots vasculares foram determinadas as seguintes variaveis:

e Densidade de microvasos (MVD): numero médio de estruturas vasculares
discretas (média de 6 campos de médio aumento).

e Area luminal vascular total (ALVT): médias dos somatério das &reas
luminais vasculares em cada imagem (média de seis campos de médio
aumento).

e indice de contorno vascular (ICV): grau de irregularidade dos microvasos
determinada através da formula perimetro/Ndrea da estrutura vascular
(média de dez estruturas vasculares aleatorias).

Nas imagens de hotspots de CTNCD34+ foi determinada a seguinte variavel:

o Frequéncia de CTNCD34+ (FCTN): nimero médio de CTNCD34+ em seis

campos de meédio aumento.

4.8 - Andlise estatistica
Para comparacbes entre grupos, em se tratando de variaveis
categoricas, foi utilizado o teste de Qui-quadrado.



Para comparagdes entre grupos, envolvendo variaveis gquantitativas
continuas, foi utilizado o teste T de Student (2 grupos) ou ANOVA seguida do teste
posthoc de Tukey (>2 grupos).

Para estabelecer 0 grau de correlacéo entre variaveis de angiogénese,
CTNCD34+ e anatomopatoldgicas em geral, foram utilizados graficos de dispersédo
com curva ajustada e regressao linear com o calculo do r de Pearson.

Um valor de P inferior a 0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo. Todas as andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0
para Windows.
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5 RESULTADOS

5.1- Caracterizacao da amostra

A Tabela 2 indica a caracterizacdo da amostra dos dois grupos
experimentais para o tempo para desenvolvimento, massa e volume tumoral. Os
dados sdo apresentados através das médias dos grupos e valores minimos e
maximos obtidos para cada critério.

Tabela 2: Caracterizacao da amostra nos respectivos grupos experimentais.

Caracterizacao da Amostra

Desenvolvimento tumoral

Tempo (dias) Volume maior tumor (cm?d) Massa (g)

Grupo Min | Média| Max Min Média Max Min Média Max

GE 1 (n=12) 30 53 80 0,09 2,67 6,87 0,14 3,69 9,51

GE 2 (n=12) 30 56 77 0,04 0,82 2,44 0,09 2,19 5,35

5.2- Caracterizacao histopatoldgica geral no presente protocolo
Composicao histoldgicas das neoplasias
A maioria das neoplasias induzidas pelo DMBA era constituida por
tumores solidos mistos (i.e., tumores constituidos por mais de um componente ou
subtipo histolégico). A Figura 5 apresenta os principais tipos histoldgicos

encontrados em cada tumor e sua participacio relativa (em termos percentuais
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médios) na composicio do tumor. Através dessa figura, pode-se observar que o
tipo histologico predominante nos tumores de ambos 0s grupos experimentais € o
tipo histologico “carcinoma ductal invasivo’. Vale constatar, contudo que a
participacéo (representatividade) relativa deste subtipo histoldgico é maior nos
tumores tratados com sinvastatina.

Depois dos subtipo “carcinoma ductal”, os tipos histologicos mais
prevalentes nesta amostra de tumores foram: os carcinomas papiliferos e os
tumores filoides histologicamente malignos. Nao foram oloservados focos intra ou
peritumorais de Carcinoma in situ. Também ndo foram encontrados tumores
mamarios benignos isolados ou concomitantes as neoplasias malignas.
Finalmente, no exame necroscopico, ndo foram evidenciados sinais de doenca
metastatica (nodal ou sistémica) ou sinais de neoplasias de outras linhagens

celulares concomitantes (linfomas, sarcomas, etc.).

Grau histologico (aplicavel apenas ao componente de carcinoma ductal
invasivo)

A Tabela 3 mostra a distribuicdo das neoplasias induzidas com
componente de carcinoma ductal invasivo, de acordo com o grau histoldgico final
deste, determinado segundo o sistema de Nottingham (sistema de classificacao
recomendado pela Organizacdo Mundial da Salde). Pode-se observar que os
tumores induzidos pelo DMBA (segundo o protocolo estabelecido neste estudo, ou
seja, com padronizacdo pelo volume do maior tumor e ndo pelo tempo de inducéo)

S30 em sua maioria representados por tumores de baixo grau histolégico (bem
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diferenciados). Nota-se também que, neste protocolo de indugéo, ndo foram
observados casos pouco diferenciados. Finalmente, pode-se constatar a auséncia
de diferencas significantes entre grupos na distribuicdo dos casos quanto ao grau
histoldgico.
Necrose
A percentagem media de necrose (tecido tumoral ndo viavel) em ambos
0S grupos experimentais € apresentada na Figura 6. Como se pode constatar a
partir desta Figura, o percentual de necrose é baixo (<15%) em ambos 0s grupos,
nao havendo ainda diferenca significante entre os mesmos.
indice mitético
A Figura 7 mostra o indice mitético dos tumores, expresso em nimero
de figuras de mitose por 10 campos de grande aumento (400X). Como se pode
observar, a semelhanca do que ocorre na andlise de necrose, o indice mitético é
baixo (comparavel a um escore 1 do sistema Nottingham) em ambos os grupos
experimentais, sem diferencas significantes entre eles.

!
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Figura 5: Composicao histologica percentual média dos tumores do Grupo
Experimental 1 (tumor nao tratado; n=12) e Grupo Experimental 2 (tumor
tratado com sinvastatina; n=12) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Os
resultados representam a média dos casos observados em cada grupo. P<0,0001
(Yscomponente ductal: GE1 x GE2, Qui-quadrado).
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Tabela 3: Frequéncia de casos em cada categoria de grau histoldgico final
(grau de diferenciacao). (P>0,05, Qui-quadrado).

Grau Histologico Final (Nottingham)
Grau Histolégico Final
[GrupoBxperimental 1(n=12) | 10 | 2 | 0 |
Grupo Experimental 2 (n=12) 9 3 0
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Figura 6: Percentual médio de area necrdtica observada nos tumores do
Grupo Experimental 1 (tumor nao tratado; n=12) e Grupo Experimental 2
(tumor tratado com sinvastatina; n=12) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Os

resultados representam a media das observacOes. Teste t ndo pareado.
P=0,6656.
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Figura 7: Nimero de mitoses em dez campos observados nos tumores do
Grupo Experimental 1 (tumor nao tratado; n=12) e Grupo Experimental 2
(tumor tratado com sinvastatina; n=12) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Os
resultados representam a média + DP das observacdes. Teste t ndo pareado.
P=0,5646.
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5.3- Caracterizacao da Angiogénese

Para a caracterizacdo da vascularizagido normal da glandula maméria
de ratas Sprague-Dawley e da angiogénese nos tumores induzidos, foram
analisadas 2 varidveis quantitativas (densidade de microvasos [MVD] e area
luminal vascular total [ALVT]) e uma variavel qualitativa (o indice de contorno
vascular [ICV]).

A Figura 8 apresenta a MVD dos grupos Controle 1 (animais normais
n&o tratados) e Controle 2 (animais normais tratados com sinvastating). A partir
desta Figura, pode-se constatar que em tecido mamério murino normal, a
vascularizacdo se mantem ao redor de 3-4 vasos por campo de médio aumento.
Nao havendo diferenca significativa entre esses dois grupos, 0s mesmos foram
unidos em um unico grupo Controle (para efeito de comparagdo com oS grupos
Experimentais 1 e 2, na sequéncia).

Na Figura 9, apresentamos os valores de MVD para o grupo Controle
unificado e os grupos Experimentais 1 e 2. Neste grafico, notam-se diferencas de
vascularizagdo significativas entre os 3 grupos analisados. Resumidamente, ha
um aumento de vascularizacdo no grupo Experimental ndo tratado (GE1) em
relacdo ao grupo Controle (P<0.07) e uma reducdo significante no Grupo
Experimental tratado (GE2) em comparagdo ao GE1 (P<0,05).

A Figura 10 ilustra a marcacdo imunoistoquimica para o fendbmeno da
angiogénese, bem como a marcag&o das células-tronco CD34+.

Em relacdo a andlise de area luminal vascular total (Figura 11 e 12),

observamos, novamente, a auséncia de diferenca entre os dois grupos Controles
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(motivando sua unificacdo) e o mesmo aumento de vascularizacdo no GE1 em
relacdo ao grupo controle (P<0,05), conforme descrito na variavel MVD. Desta
vez, contudo, ndo sdo observadas diferencas significantes em termos de érea
vascular entre 0s grupos Experimentais 1 e 2.

A Figura 13 apresenta o indice de Contorno Vascular (ICV), variavel
que descreve de maneira mais objetiva o grau de irregularidade das estruturas
vasculares analisadas. Nesta Fgura, observa-se um aumento significativo
(P<0,05) no grau de irregularidade do vasos do Grupo Experimental 1, em relacéo
ao do Grupo Controle (fruto da unificag&o dos grupos Controle 1 e 2, ja justificada
anteriormente). Deve-se notar também que o ICV do Grupo Experimental 2
apresenta valor intermedidrio em relacdo aos valores dos dois grupos
supracitados; ou, referido de outra forma, ndo se constatam diferenca significante
entre GE2 e GC1, nem entre GE2 e GET1.
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Figura 8: Numero de estruturas vasculares no Grupo Controle 1 (tecido normal; n=
6) e Grupo Controle 2 (tecido normal tratado com sinvastatina; n=15) de ratas
Sprague-Dawley fémeas. Os resultados representam média + DP das contagens. Teste t
nao pareado, P=0,3202.
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Figura 9: Numero de estruturas vasculares nos Grupos Controles (tecido normal
tratado e ndo tratado com sinvastatina; n=21), Grupo Experimental 1 (tumor nao
tratado; n=12) e Grupo Experimental 2 (tumor tratado com sinvastatina; n=13) de
ratas Sprague-Dawley fémeas. Os resultados representam a média + DP das
contagens. ANOVA + Tukey. *P<0,001 (GC x GE 1); #P<0,01 (GE 1 x GE 2).
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Figura 10: Fotomicrografias ilustrativas da expressao de CD34 em estruturas
vasculares do grupo experimental 1 (A), grupo experimental 2 (B), grupo controle
unificado (C) e células-tronco em tumor nao tratado (D). Seta: célula-tronco
neoplasica positiva.
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Figura 11: Area luminal total, em micrometros, no Grupo Controle 1 (tecido normal;
n= 6) e Grupo Controle 2 (tecido normal tratado com sinvastatina; n=15) de ratas
Sprague-Dawley fémeas. Os resultados representam a média + DP das medidas. Teste t
nao pareado. P=0,8356.
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Figura 12: Area luminal total, em micrémetros quadrados, no Grupo Controle (tecido
normal tratado e ndo tratado com sinvastatina; n= 21), Grupo Experimental 1 (tumor
nao tratado; n=12) e Grupo Experimental 2 (tumor tratado com sinvastatina; n=13)
de ratas Sprague-Dawley fémeas. Os resultados representam a média + DP das
medicdes. ANOVA, Teste de Comparagdo Miltipla de Tukey. *P<0,01 (GC x GE 1),
#P<0,05 (GC x GE 2).
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Figura 13: indice de Contoro Vascular (variavel relacionada o grau de
irregularidade dos vasos) do Grupo Controle (tecidos normais tratados e nao
tratados com sinvastatina; n= 21), Grupo Experimental 1 (tumor nao tratado; n=12) e
Grupo Experimental 2 (tumor tratado com sinvastatina; n=13) de ratas Sprague-
Dawley fémeas. Os resultados representam a média + DP das medigoes. ANOVA, Teste
de Comparacéo Mltipla de Tukey. *P<0,05 (GC x GE 1).
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5.4- Células-Tronco CD34+

Os resultados das contagens de células-tronco CD34+ dos grupos
Controle 1 e Controle 2 estéo representados na Figura 14. Da mesma forma como
ocorrido com os resultados de MVD e &ea luminal vascular total, ndo houve
diferenca significativa entre esses dois grupos. Esta constatacdo motivou sua
unido (para efeito de comparagao com os grupos Experimentais).

Na Figura 15, o nimero de células-tronco nos 3 grupos analisados pode
ser apreciado, sendo constatado um aumento significativo (P<0,05) no nimero de
células-tronco CD34+ nos tecidos tumorais de ambos os grupos Experimentais
quando comparados ao grupo Controle. N&o ha contudo, diferencas significantes
entre os grupos Experimentais 1 e 2.

5.5- Correlacao entre Angiogénese e Células-tronco CD34+

A relacéo entre a frequéncia de microvasos (MVD) e a frequéncia média
de células-tronco CD34+ esta representada na Figura 16. Como se pode
constatar, ndo houve correlacdo significante entre essas duas variaveis
(r=0,1119). Com o intuito de aumentar o “N’ da amostra (e também por que, em
tese, a relacdo entre células tronco e vasos ndo deveria ser afetada
significantemente pelo contexto biolégico) todos os grupos foram analisados em
conjunto nesta etapa do estudo.
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Figura 14: Nimero de células-tronco CD34+ no Grupo Controle 1 (tecido normal;
n=6) e Grupo Controle 2 (tecido normal tratado com sinvastatina; n=15) de ratas
Sprague-Dawley fémeas. Os resultados representam a média + DP das medidas. Teste t
nao pareado. P=0,7073.
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Figura 15: Nimero de células-tronco CD34+ nos Grupo Controle (tecidos normais;
n=21), Grupo Experimental 1 (tumor ndo tratado; n=12) e Grupo Experimental 2
(tumor tratado com sinvastatina; n=13) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Os
resultados representam a média + DP das medicoes. ANOVA, Teste de Comparacéo
Mltipla de Tukey. *P<0,001 (GC x GE 2), #P<0,01 (GC x GE 1).
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Figura 16: Correlacao entre o nimero de células-tronco CD34+ e 0 numero de
estruturas microvasculares em todos os grupos estudados (N=46) de ratas
Sprague-Dawley fémeas. Correlacdo ndo significante. Vermelho: ponto outlier. r=0,1818.



5.6- Correlacao entre Angiogénese e outras variaveis bioldgicas

As variaveis biologicas utilizadas nas andlises em questdo foram:
percentagem de componente de carcinoma ductal invasivo, grau histologico,
percentagem de necrose e indice mitético. Por se tratarem de variaveis calculaveis
somente nos grupos Experimentais, essas andlises foram readlizadas apenas
nestes dois grupos, em conjunto.

A correlacdo entre a angiogénese e (1) componente de carcinoma
ductal (Figura 17), (2) grau histolégico (Figura 18), (3) necrose (Figura 19) e (4)
indice mitético (Figura 20) ndo atingiu significancia estatistica, sendo caracterizada

por valores de r de Pearson que variaram entre 0,2906 e -0,3343.

5.7- Correlacao entre Células-tronco neoplasicas CD34+ e outras variaveis
biologicas

As variaveis bioldgicas utilizadas nas andlises em questéo foram as
mesmas adotadas para a correlagdo da angiogénese. Da mesma forma, por se
tratarem de varidveis calculaveis somente nos grupos Experimentais, essas
andlises foram realizadas apenas nestes dois grupos, em conjunto.

A correlacdo entre nimero de CINCD34+ e (1) componente de
carcinoma ductal (Figura 21), (2) grau histologico (Figura 22), (3) necrose (Figura
23) e (4) indice mitético (Figura 24) ndo atingiu significancia estatistica, sendo
caracterizada por valores de r de Pearson que variaram entre 0,4323 e -0,3539.
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Figura 17: Correlacao entre o numero de estruturas microvasculares e a
percentagem de componente ductal nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos
tumorais, tratados e ndo tratados; N=24) de ratas Sprague-Dawley fémeas.
Correlacao néo significante. r = -0,2551.
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Figura 18: Correlacao entre 0 nimero de estruturas microvasculares e grau tubular
nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos tumorais, tratados e nao tratados; N=24)
de ratas Sprague-Dawley fémeas. Correlacdo ndo significante. r = 0,2424.
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Figura 19: Correlacio entre 0 nimero de estruturas microvasculares e a
percentagem de necrose nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos tumorais,
tratados e nao tratados; N=24) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Correlacdo ndo
significante. r = -0,07525.
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Figura 20: Correlacdo entre o numero de estruturas microvasculares e o indice
mitético nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos tumorais, tratados e nao tratados;
N=24) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Correlacao ndo significante. r = -0,04931.
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Figura 21: Correlacao entre o numero de células-tronco neoplasicas CD34+ e a
percentagem de componente ductal nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos
tumorais, tratados e ndo tratados; N=24) de ratas Sprague-Dawley fémeas.
Correlacéo néo significante. r = 0,1310.
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Figura 22: Correlacao entre o numero de células-tronco neoplasicas CD34+ e o grau
tubular nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos tumorais, tratados e ndo tratados;
N=24) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Correlacio ndo significante. r = -0,3615.
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Figura 23: Correlacao entre o nimero de células-tronco neoplasicas CD34+e a
percentagem de necrose nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos tumorais,
tratados e ndo tratados; N=24) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Correlacio ndo
significante. Vermelho: ponto outlier. r =-0,1148.
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Figura 24: Correlacao entre o numero de células-tronco neoplasicas CD34+ e indice
mittico nos Grupos Experimentais 1 e 2 (tecidos tumorais, tratados e nao tratados;
N=24) de ratas Sprague-Dawley fémeas. Correlacio ndo significante. Vermelho: ponto
outlier. r = 0,002238.



6- DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo primordial avaliar o efeito de
uma estatina lipofilica — a sinvastatina — simultaneamente sobre a angiogénese
tumoral e sobre um tipo de célula-tronco — a que expressa CD34 —, em modelo
experimental de carcinogénese mamaria, sendo motivado por importantes lacunas
no conhecimento geral acerca das células-tronco neoplasicas mamérias, de sua
susceptibilidade in vivo as estatinas e de suas relacdes fisiopatologicas com o
fendmeno de angiogénese. Qutrossim, também pode-se justificar a realizagdo
deste trabalho diante da necessidade de um estudo sobre as relagdes entre
angiogénese, células-tronco neoplasicas (CTNs) e estatinas, na medida em que
angiogénese e CTNs constituem alvos terapéuticos emergentes e que as estatinas
representam um paradigma farmacoldgico promissor no tratamento do cancer.

O modelo experimental de carcinogénese mamaria adotado presta-se a
oferecer carcinogénese apds dose Unica do DMBA, apresentando alta
especificidade para tumores mamarios e alta taxa de sucesso em um prazo
relativamente curto. Apesar da extensao de relatos desse modelo na literatura ele
possui como limitacbes o fato de apresentar tumores bem delimitados, pouco
invasivos e ndo metastaticos a despeito do que ocorre normalmente em tumores
mamarios humanos, além disso, como sera discorrido adiante, os tumores desse
modelo padronizados pelo tamanho apresentam baixo grau histoldgico.

Para tornar mais didética a discussao dos resultados deste trabalho,
serao mantidas as divisdes tematicas estabelecidas no item “Resultados”.



6.1- Caracterizacao histopatologica

Com base nos achados obtidos nesta primeira etapa do trabalho, pode-
se dizer que as neoplasias mamdrias induzidas pelo DMBA, segundo o protocolo
aplicado, sao representadas por neoplasias malignas mistas ou compostas, com
predominio de carcinoma ductal invasivo, grau histologico final de Nottingham
baixo, com necrose espontanea inconspicua e baixo indice mitético. Em um
primeiro momento, esses achados contrastam bastante com a literatura baseada
neste modelo e com a experiéncia prévia deste grupo com o protocolo descrito por
Barros et a®. Esperavamse neoplasias mais heterogéneas, menos
diferenciadas, com maior indice mitético e maior percentagem de necrose
espontdnea. Os achados dissonantes encontrados no presente trabalho
provavelmente devem-se a modificagdes protocolares que foram introduzidas com
o intuito de facilitar a aplicacdo deste modelo em contexto farmacoldgico. No
modelo clssico, o inicio dos protocolos experimentais € padronizado pelo tempo
de inducdo que €, em geral, de trés meses. Este protocolo resulta em uma
elevada proporcdo de animais em caquexia, que nao resistem aos protocolos de
tratamento farmacoldgico crénico, dificultando a realizacdo de estudos como o
presente. Além disso, neste protocolo classico, as neoplasias variam muito em
termos de tamanho e caracteristica bioldgicas, 0 que resulta em grande variancia
intragrupo e, consequentemente, em grande dificuldade na demonstragao de um
efeito de tratamento estatisticamente significante. Por todos esses motivos, optou-
se por padronizar o inicio dos protocolos experimentais pelo tamanho dos tumores

(sendo estabelecido, através de estudos-piloto, tumor com medidas de 1 cm em
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cada um de seus 3 maiores didmetros perpendiculares, que corresponde, na
maioria dos casos, a um periodo de espera de oito semanas apos a inducao com
DVBA). Deve-se considerar que, apesar da dissonancia com a literatura e a
obtencdo de neoplasias histologicamente menos agressivas (menor indice
necrético e menor indice mitdtico), as neoplasias do protocolo praticado neste
estudo sdo mais homogéneas (do ponto de vista bioldgico) e mais proximas do
contexto humano, onde a grande maioria das neoplasias sao carcinomas ductais
invasivas, com grau histoldgico final 1/2 (especialmente, em paises que praticam
protocolos de triagem populacional em larga escala, eficazes na promogao de
diagndstico precoce).

O baixo percentual de necrose espontanea nos tumores do presente
estudo também favorece a sua aplicacdo em estudos focados no teste de novos
farmacos antineoplasicos. Isso porque, em tumores com necrose espontanea
expressiva submetidos a testes terapéuticos, € dificil avaliar até que ponto a
necrose pos-tratamento se deve ao efeito citotdxico do farmaco emteste per se ou
a propria tendéncia natural da neoplasia em entrar espontaneamente em morte
celular. Além disso, o fato de serem neoplasias mistas (ou seja, que ainda
conservam certa heterogeneidade morfoldgica intratumoral) e de baixo indice
proliferativo — caracteristicas intimamente ligadas ao papel fisiopatoldgicas das
CTNs — sugere um participacéo significante de CTNs na fisiopatogénese dessas
neoplasias o que, por sua vez, torna este modelo um ponto de partida interessante
para o estudo de drogas com acao especifica sobre CTNs.



Com relagdo aos efeitos da sinvastatina nesta etapa do trabalho,
cumpre destacar que nos tumores tratados com este farmaco, observou-se uma
maior representacao relativa do subtipo histoldgico “carcinoma ductal”, indicando
um provavel efeito da sinvastatina sobre a plasticidade morfolégica dessas
neoplasias. Em se tratando de um farmaco com possivel acdo antagonista sobre
CINs (células com fendtipo indiferenciado e capacidade de originar células
morfologicamente muito distintas), esperava-se que essa estatina poderia
influenciar ndo s a heterogeneidade morfoldgica das neoplasias induzidas pelo
DVBA, mas principalmente seu grau de diferenciagdo (grau de semelhanca com o
tecido normal correspondente). Embora ndo tenha sido possivel constatar tal agdo
neste estudo, ndo se pode ainda descarta-la totalmente. 1sso porque 0 modelo de
carcinogénese pelo DMBA, quando adaptado ao presente protocolo, possui um
viés importante: ndo forma neoplasias pouco diferenciadas, ou seja, ndo induz
neoplasias cujo grau de diferenciacdo poderia ser significantemente modificado
pelo tratamento. Afinal, ndo se pode tornar uma neoplasia bem diferenciada (que €
0 caso da maioria das neoplasias aqui analisadas) ainda “mais” bem diferenciada
(pelo menos, ndo com o sistema de graduacao histoldgica agui empregado).

Pode-se afirmar, por outro lado, que, no esquema posoldgico utilizado
neste estudo (que propositalmente imita o esquema antilipemiante utilizado em
humanos adultos) ndo foi possivel constatar acio citotdxica evidente, ja que ndo
houve aumento na % de necrose nos animais tratados. Nao se trata de negar a
literatura prévia que relata este efeito, mas sim de lembrar que os efeitos

citotdxicos significantes previamente relatados foram constatados em trabalhos
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que fizeram otimizacdo de dose. Cumpre destacar que, neste momento, estdo em
CUrso No presente grupo de pesquisa, estudos de otimizagao de doses, bem como
estudos focados em outra forma mais sutili de morte celular (e portanto de
citotoxicidade) — a apoptose.

6.2 Angiiogénese

Nesta etapa do estudo, um dos principais achados foi 0 aumento de
vascularizacdo no tecido neoplasico induzido em relacdo ao tecido mamario
normal, atestando a ocorréncia de angiogénese tumoral no modelo em questdo. A
ocorréncia de angiogénese tumoral neste modelo € ainda reforgada pelo aumento
no grau de irregularidade dos vasos do tecido neoplasico (avaliado através da
variavel “indice de irregularidade vascular” [ICV]). Afinal, sendo a angiogénese
tumoral um processo desregulado do ponto de vista de sinalizacdo molecular,
espera-se que vasos resultantes deste processo sejam defectivos, ou seja, mais
tortuosos, com ramificagbes andmalas e propensos a vazamentos ou quebras da
barreira  endotelial’®'l.  Em conjunto, essas constatagdes contribuem
significantemente para sua validagao deste modelo como um modelo experimental
de estudo da angiogénese em carcinoma mamario adeguado.

O segundo achado mais importante, foi a constatacio de que o nimero
de vasos induzidos pela angiogénese (microvasos) se reduz com O usoO da
sinvastatina. Este achado confirma pela primeira vez a agéo antiangiogénica da
sinvastatina neste importante modelo de carcinogénese. E importante lembrar que

a auséncia de efeito da sinvastatina sobre a area luminal vascular total ndo
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invalida a conclusdo estabelecida acima. Sabe-se que a concordancia entre
métodos de quantificagdo de angiogénese ndo é absoluta e que a MVD ainda
goza da prerrogativa de ser o método de quantificagdo vascular mais robusto e
mais utilizado na literatural™.

Qutra constatacio digna de nota, é o fato de ndo haver diferencas entre
a vascularizagao dos tecidos mamarios normais, tratados ou néo com sinvastatina,
sob quaisquer variaveis da avaliagdo de angiogénese. Esse dado € muito
importante do ponto de vista toxicoldgico pois indica que a sinvastatina ndo afeta
negativamente a vascularizagdo e a angiogénese fisioldgicas.

Finalmente, outro achado a ser analisado com cuidado, diz respeito aos
valores de ICV do grupo experimental tratado com sinvastatina que se mostraram
intermediarios em relacdo aos valores do grupo Controle unificado e do grupo
Experimental ndo tratado com sinvastatina. Interpretamos este achado como
indicativo de um efeito parcial da sinvastatina sobre a morfologia de vasos
andmalos resultantes da angiogénese tumoral. E provavel que outros fatores
modulares da plasticidade morfolégica destes vasos, ainda ndo conhecidos e ndo
controlados neste estudo, tem interferido nos resultados, impedindo uma avaliagao
clara do papel desta estatina neste contexto.

6.3- Células-tronco Neoplasicas
No que diz respeito as células-tronco neoplasicas CD34+, o Unico dado
positivo foi constatar a sua presenca pela primeira vez neste modelo experimental

de carcinogénese maméria. Ao contrario do esperado®®® o nimero de
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CINCD34+ ndo sofreu qualquer influéncia por parte do tratamento com
sinvastatina, nem mostrou qualquer correlacdo com variaveis de angiogénese ou
outras variaveis biologicas testadas. Nado se pode, contudo, afirmar
categoricamente que ndo existem relacdes entre CTNs e angiogénese, uma vez
que outros tipos de CTNs ndo foram pesquisadas neste trabalho.

Estudos complementares para averiguar se este efeito € dose
dependente ou ndo, bem como se envolve outros tipos de células-
tronco/progenitoras ainda s&o necessarios. Contudo, esse trabalho cumpriu seu
objetivo em elucidar o efeito da sinvastatina sobre a angiogénese tumoral, CTNs
CD34+, e a investigacdo de possiveis interrelacdes fisiopatoldgicas desses
elementos tumorais, estabelecendo que, neste modelo, o tratamento crénico (14
dias) com sinvastatina (na dose de 40 mg/kg ao dia — dose comparada a utilizada
na terapéutica antidislipidémica em seres humanos), apresenta efeito
antiangiogénico e modulador da heterogeneidade morfoldgica em tumores
mamarios induzidos pelo DMBA.
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7- CONCLUSOES

e A vascularizacdo € 0 grau de irregularidade vascular do tecido
neoplasico induzido pelo DVIBA s&o maiores que os do tecido mamério normal, o
que indica a ocorréncia de angiogénese tumoral (i.e., proliferacdo de novos vasos
induzida por células neoplésicas) neste modelo. Portanto, o presente pratocolo
constitui modelo adequado para o estudo de angiogénese tumoral em neoplasias
mamarias invasoras.

e Da mesma maneira, a frequéncia de células com fendtipo de CT
CD34+ é maior no tecido mamario neoplasico que no tecido mamario normal,
indicando que o presente modelo de carcinogénese € adequado para futuros
estudos fisiopatoldgicos e farmacoldgicos sobre CTNs, do tipo CD34+.

e Embora ndo afete significantemente a angiogénese fisiolégica
(prépria de tecidos normais), a sinvastatina parece inibir a angiogénese tumoral,
um vez que ha reducdo significante no nimero de microvasos (MVD) nos animais
induzidos com DMBA e tratados com sinvastatina. Este efeito parece estar restrito
a simples inibicdo da proliferacdo endotelial. A sinvastatina também parece
modular a plasticidade morfoldgica dos vasos neoformados, uma vez que 0s
valores de ICV nos animais induzidos e tratados, sdo intermediarios entre os
valores dos grupos Controle e Experimental ndo tratado. Estudos mais
aprofundados S30 necessarios para averiguar se este efeito é dose dependente ou
nao.

o Diferente dos resultados in vitro relatados na literatura (utilizando

outros marcadores de CTN), a sinvastatina ndo parece interferir significantemente
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com o numero de CTN do subtipo CD34+ in vivo, neste modelo experimental e
com o protocolo de tratamento testado.

e No presente modelo de carcinogénese induzida pelo DMBA n&o
houve correlagdo entre nimero de células-tronco e variaveis de angiogénese, o
que desfavorece (embora ndo descarte) a hipdtese atual de que a CTN poderia

guiar ou modular diretamente o fendmeno de angiogénese.
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Certificamos que o projeto "EFEITOS DE ESTATINAS LIPOFILICAS E
HIDROFILICAS SOBRE A EXPRESSAO DE MARCADORES DE CELULAS
TRONCO NEOPLASICAS EM MODELO MURINO DE CARCINOGENESE
MAMARIA: UM ESTUDO IMUNO-HISTOMETRICO COMPARATIVO" (protocolo
n® 2335-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. André Almeida Schenka / André
Lisboa Rennd, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio

Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 21 de fevereiro de
2011.
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