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No homem o cincer do pancreas é uma doenga praticamente 100% mortal, e
tem sido observado nos dltimos anos um aumento na sua incidéncia { Gudjonsson, 1987). O
tempo de sobrevivéncia apds o diagnostico € de 4 a 6 meses. Os métodos de detecgiio
permitem hoje uwm diagndstico mais seguro{ Bose et al., 1993), mas ainda estes nio
influenciam na melhora do prognostico do doente ¢ nem diminuem de modo significativo as
curvas de mortalidade. Entretanto, os esforgos para obter uma melhor terapia ou aperfeigoar
métodos de diagnostico precoce da doenga, devem ser feitos insistentemente no sentido de
reverter os quadros graves e incuraveis ainda apresentados.

O céancer de péncreas apresenta-se, frente a sua incidéncia, com uma
domindncia masculina (Faivre et al., 1990). Esta observagdo também foi verificada em
estudos em animais de experimentagdo, quando varios tratamentos em ratos, com modelos
utilizando agente carcinogénico, desenvolveram tumores, em porcentagem maior, em animais
machos ( Longnecker et al, 1990). Observou-se também que, em humanos, ha um aumento

importante na sua incidéncia, com o aumento da idade ( Maruchi et al. ,1979).

O tumor pancreatico se desenvolve quase sempre de uma maneira assintomatica
no inicio , € as primeiras manifestagdes clinicas sdo vagas e ndo especificas. A detecgfio pode
ser feita pela presenga de alguns marcadores séricos, como verificado por diferentes autores
( Fitzgerald et al., 1978 ; Schultz etal., 1979 ; Réthlin et al,, 1992),

| Quando se fala em cincer do péincreas subentende-se neoplasia do pancreas
exocrino ( Fitzerald, 1976; Cubilla et al., 1980; Morohoshi et al., 1983; Chen et al., 1985),
devido ao fato de que os tumores do péncreas enddcrino sdo, em geral, de bom prognéstico e
nio formam adenocarcinomas. Duas estruturas principais constituem o pancreas exocrino: as
c€lulas acinares que fabricam as enzimas pancreaticas e os canais de secregio (ductos). Tendo
como base as observagdes histologicas, pensou-se, tradicionalmente, que os adenocarcinomas

pancreaticos tinham origem nas suas células ductais. Entretanto, decorrente de estudos




de células acinosas. No momento, os mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela
transformagdo tumoral ainda permanecem mal elucidados ( Bockman, 1981: Parsa et al.,
1985).

Pesquisas realizadas em linhagens de hamster Syrian Golden tém demonstrado
que este animal € um modelo capaz de fomecer valiosas informagdes sobre a natureza da
carcinogénese pancreatica humana. ApOs tratamento com agentes quimicos, o pancreas desse
animal apresenta lesdes histopatologicas bem semelhantes as produzidas em humanos, tanto do
ponto de vista fisiologico, como histopatologico ( Pour et al., 1974, 1981).

Certas nitrosaminas tém sido demonstradas ser potentes agentes
carcinogénicos do péncreas. Em 1974, Kriiger e cols. descreveram, pela primeira vez, a
indugdo de tumores pancredticos em hamster, através da administragio de BHP (n-nitroso-
bis(2-hidroxipropil)amina). Assim, dentro de um esquema especial de  inoculagiio, pode-
se induzir adenocarcinoinas pancreaticos com este produto ( Bojan et al., 1980 ; Flacks et
al., 1980 ). Geralmente ndo tem  sido trabalhados modelos usando estes agentes
carcinogénicos com a utilizagio de baixas doses. Sabe-se, porém, que através de doses
altas, pode-se obter uma grande incidéncia de tumores com periodos de laténcia muito
curtos ( Lawson et al. , 1982).

O mecanismo de diferenciagdo celular pela administragio de nitrosaminas
parece estar relacionado com a metilag@o do DNA das células pancreaticas ( Lawson et al.,
1982). Por outro lado, a demonstragfio, por nosso grupo, da presenca de antigenos do tipo
oncofetal, em lesdes pré-tumorais ( Escribano et al., 1985, Carré-Llopis et al.,1986b: Eriguhi
et al, 1987, Heredia et al, 1988, Takeda et al., 1992), sugere que as transformagdes
neoplasicas podem ser iniciadas muito antes que o tumor possa ser diagnosticado pela
histologia convencional.

Nos ultimos anos, nosso grupo de trabalho tem demonstrado que existe uma

familia de antigenos associados & diferenciagdo e ao desenvolvimento do pancreas exdcrino,

--Estes-antigenos--expressam-se-durante-a-vida fetal-exibindo maior intensidade no tometits do



crescimento exponencial do tecido exdcrino. Logo que aparecem as primeiras transformagdes
neoplasicas, estes antigenos sdo novamente sintetizados, principalmente, dentro das etapas
que precedem a constatago histoldgica do tumor. Anteriormente, esta familia de antigenos foi
descrita em um modelo de carcinogénese experimental em hamster ( Benedi et al., 1984) e,
mais tarde, familia similar foi descrita no homem (Escribano et al., 1986 ). Um dos antigenos,
entre estas familias, foi particularmente bem estudado, gragas & obtengdo de um anticorpo
monoclonal murino de alta afinidade (Mab J-28). Este antigeno tem massa molecular
correspondente a 110.000 daltons, expressa-se seletivamente em células acinares do periodo
fetal, sendo chamado de proteina FAP( pur feto-acinar-pancreatic) . Foi demonstrado que a
FAP ¢ um bom marcador sérico do cancer de pancreas ( Fujii et al., 1987). Em linhagens
humanas, derivadas de adenocarcinomas pancredticos, foi constatada a presenga da FAP
(Mazo et al., 1991), permitindo, assim, demonstrar, mais tarde, que, na neoplasia esta proteina
sofre provavelmente uma mutagdio genética (Miralles et al, 1993). No momento, esta sendo
conduzida uma clonagem do gene responsavel por esta proteina, a qual podera ajudar na
compreensdo dos mecanismos moleculares da transformagio tumoral, possibilitando o teste de
hibridagdo "in situ". A obtengdo da amplificagio genética, a qual poderd ajudar também na
detecgdo precoce desta doenga.

A eventual interferéncia do sistema imunologico nos mecanismos de
transformagfo e, posteriormente, de progressio neoplasicas é um antigo assunto de debate, o
qual reaparece, na atualidade, diante das esperangas das terapias genéticas e imunoldgicas em
cincer. Assim, durante muito tempo foi estudada a possivel participacio de diferentes
populagdes de células mononucleares, com caracteristicas linfoides, presentes durante a
evolugio tumoral, tanto em humanos quanto em modelos carcinogénicos, em murinos (Vaux
Saint-Cyr et al., 1977; Shimokawara et al., 1982; Eremin et al., 1982). Também, durante este
tempo, discutiu-se 0 mecanismo que determinava a aparente anergia destas células frente ao

crescimento tumoral ( Nind et al., 1973).




A presenga de infilrados de linfocitos em tumor, chamados de TIL ( Tumor
Infiltrating Lymphocytes), tem sido despertada como um assunto de grande interesse para a
compreensdo das bases imunoterdpicas nas neoplasias. Existem evidéncias de que estes
tenham um papel importante na evolugdo do tumeor, Estudos, feitos em modelos murinos, tém
demonstrado que estes linfocitos atuam como um potencial mediador na regressido de tumores
(Zbar et al.,1971; Ibayashi et al. , 1985; Mills et al., 1981). Uma analise da participagdo destas
células, tem sido feita com o objetivo de verificar 0 seu poder efetor em relagio ao
crescimento tumoral ( Tuttle et al., 1993).

O infiltrado celular "TIL" tem sido observado em alguns tumores, com
predominincia de células T ativadas ( Galili et al., 1979 ; Tuttle et al., 1992 )ou populagBes
citotoxicas e supressoras (Roth et al, 1982; Mukherji et al., 1990; Takemura et al., 1991).

A presenga destas células no hospedeiro, durante a evolugdo do tumor, tem sido
considerada como sinal de progndstico favoravel  aos tratamentos imunoterapicos
(Underwood, 1974-Rev.). Atualmente , com uma nova metodologia de trabalho, utilizando a
aplicagfio destas ce€lulas em diferentes neoplasias, foi observada uma maior sobrevida dos
pacientes. Notavelmente, tem sido possivel uma regressio de tumores , com diferentes
estratégias metodologicas, utilizando-se estes linf6citos , ou produtos destas células(
Rosenberg, 1990 ; Bubenick et al., 1993 ).

Analises histologicas de neoplasias pancreaticas, desenvolvidas por nosso grupo
de trabalho, revelaram que durante a evolugfio tumoral em hamster , tanto com o produto
carcinogénico BOP (N-nitroso-bis(2-oxopropil)amina) ou o BHP (N-nitroso-bis(hidroxi-
propil)amina), ha um consideravel aumento de infiltrados linfocitarios ( Carré-Llopis et al.,
1986a; Eriguhi et al.,, 1987 ). Esta resposta parece estar presente desde o inicio das lesdes e é
similar & encontrada em carcinoma pancreatico humano. Isto sugere a participago de respostas

ligadas ao sisterna imunologico do hospedeiro durante a evolugdo dos tumores possivelmente

através de wma resposta antigénica.

Qutras-células mononucleares-do-sistema-imune-tém-sido-estudadas-quanto 45—



suas possiveis participagdes efetivas durante o crescimento tumoral, tais como; células NK e
células LaK ( Fridman, 1991). Em diferentes tipos tumorais, estas células estdo presentes
também na massa celular que envolve estes tumores e sdio capazes de exercerem atividades de
agressdo "as células em transformagido, quando colocadas "in vitro”, ou em presenga de
diferentes linhagens tumorais. Entretanto, quando estas células sio utilizadas em imunoterapia,
mostram uma atividade efetora cem vezes menor que as células TIL{ Crozemarie, 1991).

O papel do macréfago foi analisado por diferentes autores, admitindo-se que ele
esteja associado aos mecanismos de imunossupressdo, os quais criam condigdes para o
desenvolvimento do processo de invasio tumoral em diferentes tecidos ( Ting et al., 1980 ).
Mastocitos também foram observados em diferentes tecidos neoplasicos, sendo aventada a
hipétese de estarem associados a mecanismos anafilaticos, importantes no crescimento tumoral
(Lynch et al,, 1977, Rosenbaum et al., 1977; Burtin,, 1986 ). Investiga-se, atualmente, a
possivel participag@o deles no processo inflamatério que acompanha as transformagdes
neoplasicas ( Cidre et al,, 1990 ; Flynn et al., 1991 ).

Estudos de inibigdo do crescimento tumoral foram investigados durante alguns
anos, utilizando-se animais de experimentagfio, através da estimulagio da resposta imune
humoral e celular( Vaux Saint-Cyr et al., 1977; Rosenberg, 1977 ; Manson et al., 1991).

No decorrer dos estudos da evolugdo das neoplasias, em humanos e modelos
murinos, foram observadas alteragdes nos niveis séricos de imunoglobulinas, e também a
presenga de imunoglobulina, "In situ”, na massa tumoral ( Feldman, 1972; Vaux Saint-Cyr et
al., 1977, Witz, 1977, Hadda et al. ,1984 ; Manson, 1991), Estudos foram realizados em
animais portadores de tumores, utilizando-se esquemas de soroterapia, como possiveis
estratégias a imunoterapia de tumores ( Rosenberg et al., 1977). Atualmente, discute-se qual é
o verdadeiro mecanismo efetor destas imunoglobulinas presentes nos tumores. Em principio,
elas poderiam ser importantes no desenvolvimento das lesdes do tecido tumoral, com uma

atuagdo efetiva no prognodstico da evolugio neoplasica. Poderiam também participar nos




imune do hospedeiro ( Doll et al., 1970). Atualmente, existe consenso de que praticamente
todos os tumores sdo imunogénicos( North, 1985; Manson, 1991), entretanto, ha bastante
divergéncias quando se trata de explicar porque as respostas imunes nio sfio compativeis com
o progressivo aumento da massa tumoral. Estas respostas precisam ser melhor investigadas , e
€ necessario definir o que determina a inibigdo ou o crescimento tumoral. Certamente, estes
dados contribuirdo para methor explicar a eficacia de tratamentos imunoterapicos ou auxiliario
no imunodiagnostico geral das neoplasias.

Na expectativa de se estabelecer uma correlagdo entre participacio do sistema
imunolégico e a evolugio do processo pré-tumoral pancredtico, foram definidos os seguintes

objetivos:




- OBJETIVOS
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Objetivos do nosso trabalho :

1) Avaliar um novo procedimento metodologico de indugdo quimica de carcinogénese
em pancreas de hamster Golden Syrian , utilizando BHP, visando um melhor estudo das

transformagdes precoces no processo neoplasico pancreitico.

2) Correlacionar aspectos histopatoldgicos da neoplasia pancredtica quimicamente
induzida, com as possiveis respostas imunoldgicas do hospedeiro, estudando a participagio
dos infiltrados linfocitarios peritumorais "TIL" |, bem como a participago de outras células do

Sistema Imune.

3) Estudar a  participagio das imunoglobulinas durante o processo neoplasico
pancredtico, analisando as suas variagdes humorais e suas participagdes durante as alteragdes

dos tecidos.

O conjunto de analises paralelas feitas neste trabalho poderdo contribuir com os
aspectos basicos estabelecidos para novas fronteiras de terapias no combate e sobrevivéncia

em cincer humano.




1II - MATERIAIS E METODOS




1. REAGENTEC S GERAIS:

BHP - N-nitroso-bisghidroxi-propii)amjna
BOP- N-nitroso-bis(oxopropil)amina.
( ASH Stevenss INC - Detroit Research -USA)

Hematoxilina-Eos 1na - Hematoxilina de Harris-Shorr
( G aassalem-France)
Hemalun - Hemalwun-eosina-safran - ( (Gassalem- France)

Leishman - Corante Azul Metileno Eosina -( Gurr-microscopty
materials)

Tricrdmico de Masson- ( Prolabo- USA)

Azul de Orto-toluz dina - ( RAL-Societé Chimique -
P ointet Girard - France)

Balsamo histoldogico - ( Eukitt- O. Kindler Gmbh & Co.
- Freiburg -R.F.A)

Fosfato Monobasi <o de Sodio -( Prolabo- France)
Fosfato Bibasico de Potassio-( Prolabo~ France)
Hidroximetil amirrometano - ( Sigma Chemical USA)

Soro Albumina Bovina (BSA) - ( Sigma Chemical USA)
Pronase E - ( Sigrmma Chemical-USA)

Paraformaldeido- ( Merck)

Formalina - ( Merck)

glicercl-fosfato - { Meick )
gua Oxigenada —( Merck)
Metanol (p.a.) - ( Merck)

Amino-etil-Carba=zol -( Merck)
Dimetil-formamida -( Merck)
4- Cloro-1-naftol- ( Merck)
Etanol (p.a.) - ( Merck)
Xileno (p.a.)- ( Merck)

Papel de Nitrocelulose - BA 85 0,45um- Ref. NO, 401180
( Schleicher & Schuell)
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2. REAGENTES BIOLOGICOS :

2.1. SORO DE CAMUNDONGO ANTI-LINFOCITOS "T" DE
HAMSTER.

Obtengdo :

Do timo de hamsters normais e jovens (17 semanas) foi obtida uma suspensdo de
células apés homogeinizagio em uma solugio tampdo fosfato -PBS- em pH 7,2 , passada em
wm tamis.

As células foram lavadas tres vézes em tampio fosfato e centrifugadas a 1500 rpm
durante 10 min, O centrifugado celular foi ressuspenso em tampdo, completado de adjuvante-
completo-de-Freund ¢ injetado intra-peritonealmente em 10 camundongos BALB/c uma véz
por semana, durante um periodo de 3 semanas. Cada inje¢do inoculada a cada camundongo
continha 1,0 x 107 timécitos. Os animais foram sacrificados uma semana apos a ultima
injegdo. Os soros obtidos foram aliquotados e acondicionados a (-209C). A especificidade do
anti-soro foi controlada por reagdes imunohistoquimicas com células timicas e areas de
células "T" em cortes do bago de hamsters normais.

Estes soros foram submetidos a absorgio prévia com IgG ( y1,y2) de hamster em 4° C,
durante uma noite, utilizando Iml de soro para lmg de imunoglobulinas totais.

Nas reagOes controles estes soros foram também submetidos a uma absor¢io com
timocitos de hamsters normais, utilizando 1ml de soro para 1x103 timdcito em contacto a 40 C

durante uma noite.
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2.2. OBTENCAO E PURIFICACAO DE IgG DE HAMSTER :

Os soros normais obtidos de cinco hamster foram submetidos a cromatografia de
afinidade para obtengio de IgGl e IgG2 destes animais, segundo uma separagdo em
Cromatografia de Afinidade em coluna Sepharose - proteina A como descrito em (Escribano

et al. , 1982). Para cada ml de soro de hamster normal foi obtido um total de Img de IgG
(yL,y2).

2.3. SORO DE COELHO ANTI-IGG DE HAMSTER :
Foram utilizados soros de uso geral do laboratério obtidos por diferentes componentes

do grupo. Estes soros foram obtidos conforme descrito em ( Haddada et al., 1984).

Estes soros foram absorvidos com IgG (y1,72) purificadas de hamster , durante a noite a

40C, e utilizados nas reagdes de controle.

2.4. CONJUGADOS POLICLONAIS :

Soro de carneiro anti-lgG (H) de camundongo ligado a Isotiocianato de Fluoresceina.

(Diagnostic Pasteur- France)

Soro de cabra anti- IgG (H) de coelho ligado a peroxidase. (Diagnostic Pasteur- F rance)




3. ANIMAIS :

Foram utilizados 35 (25 experimentais ¢ 10 normais controles) hamster Golden Syrian,
machos, adultos, mantidos em colonia singenéica por 14 anos ( Zuinghedau et al., 1979 ).
Foram fornecidos pelo Biotério do LR.S.C.(Institut de Recherches Scientifiques sur le Cancer)

Villejuif- Franga.

4 . INDUCAO DE TUMORES :

BHP - N-nitroso-bis(hidroxi-propil)amina. Grupos de animais foram injetados por via
intra-peritoneal, utilizando uma dose de 20mg por kilograma de peso uma véz por més durante
3 méses. Grupos de 5 animais escolhidos ao acaso, foram sacrificados por sangramento sob

anestesia em éter nas 30a, 35a, 39a, 44a € 55a semanas, apos a la. injegdo de BHP.

BOP - N-nitroso-bis(2-oxopropil Jamina. Animais para induzir adenocarcinoma foram
analizados em nosso laboratério de acordo com a indicagdo (Eriguchi et al., 1987). Sec¢des

foram gentilmente doadas pelo autor para analises comparativas em Céancer Rem-Diferenciado.

5. PREPARACAQ DO PANCREAS PARA ANALISE HISTOLOGICA E
IMUNOHISTOQUIMICA :

Preparo dos tecidos :

- O pancreas dos animais sacrificados foi processado para histologia convencional e para
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as analises imunohistolégicas. As amostras foram lavadas em solugdo tampfio e congeladas a
(-209 C) para cortes "a fresco em criostato . Os cortes processados a uma espessura de 5 pm
foram fixados em solugdo éter/acetona (1:2) ¢ submetidos as reagBes imunohistologicas
usadas nos testes preliminares. O restante das amostras foi fixado em formalina (Sol. neutra-
tamponada 10%), embebido em parafina e apds seccionado em espessuras de 5 um ( Sainte-
Marie et al., 1962).

As secgdes foram rotineiramente processadas em técnicas de desparafinagdo e

reidratagdo e submetidas a coloragdes € montagens em balsamo .

Andlise Histoldgica :

* Métodos de coloragdo - As sec¢Bes de tecidos foram submetidas a diferentes métodos

de coloragdes:

5.1. Hematoxilina-Eosina:

Esta coloragdo foi utilizada rotineiramente em todas as analises histologicas com o
objetivo de estudar os aspectos estruturais dos tecidos pancreaticos bem como as diferentes
afinidades pelos grupamentos acido-basico deste corante.

Foi utilizada a técnica de colorag@o classica.




" 5.2. Hemalun :

As secgdes que foram submetidas as reagdes imunohistoquimicas foram contra-coradas

em hemalun-eosina-safran segundo os métodos classicos com diferentes tempos de incubagdo.

5.3. Leishman:

Secgdes foram coradas em Leishman com o objetivo de analisar as diferentes
populagdes celulares pertecentes ao sistema imunoldgico, as quais sofreram migragdes para os
tecidos pancreaticos de animais tratados.

Os cortes histologicos foram incubados com o corante durante um periodo de 3
minutos, posteriormente foram adicionadas gotas de agua corrente de torneira, durante um
periodo de incubag@o de 15 minutos. Apos este periodo , os cortes foram lavados em agua

corrente de torneira, secados e analisados em microscopia otica.

5.4. Tricromico de Masson :

Nas analises do tecido conjuntivo as secgles foram coradas em Tricrdmico de Masson,

segundo a técnica classica .

5.5. Azul de Orto-toluidina :

Foi utilizado este corante com o objetivo de estudar além das estruturas do tecido

pancreatico, a presenga de mastocitos nos tecidos pancreaticos.




pH de 4,5 em 4cido acético, durante um periodo de 20 minutos e apé= lavados em dgua

corrente de forneira, secados e analisados em microscopia dtica.

6. ANALISES IMUNOHISTOQUIMICA :

6.1. REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA :

As secgdes obtidas em criostato foram utilizadas para anélises preliminares das reagbes
de imunofluorescéncia.

Outras secgdes do pancreas foram desparafinadas, rehidratadas e incubadas com uma
solugdo de soro albumina bovina a 2% (BSA) em tampdo fosfato a temperatura ambiente

durante 5 min.

Apos, as secgdes foram incubadas com soro de camundongo anti-linfocito "T" de
hamster em uma diluigdo de 1/100, durante 30 min., a 40 C. Foram feitas lavagens com PBS
durante 10 min. Em seguida foi adicionado soro de coelho anti-IgG de camun-ongo ligado a
Isotiocianato de fluoresceina , em uma diluigdo de 1/200 durante um pericdo de 1 hora a 49
C. Apds as incubagdes foram feitas lavagens sucessivas com tampdo durante 10 min e
montadas em glicerol-tampdo fosfato. Os tecidos foram examinados ao microscopio de

fluorescéncia Zeiss equipado com lampada de mercirio HBO 200 (Osram) .




6.2. REACAO DE IMUNOPEROXIDASE INDIRETA :

* Pesquisa de imunoglobulina ""in situ” :

As secgdes dos tecidos pancreaticos foram desparafinadas e submetidas a uma
incubagdo com Sol. de Agua Oxigenada 0,5% em metanol p.a. durante 15 min. a temperatura
ambiente. A seguir, foram submetidas aos processos histologicos convencionais de reidratagéo.
As secgBes foram incubadas com sol. de Pronase E a 0,25% em PBS durante 5 min, sendo
lavadas exaustivamente em PBS durante 15 min. Em seguida, foram incubadas com sol. de
BSA a 2% em PBS , durante 10 min. a temperatura ambiente. Apos lavagem em PBS as
secgbes foram incubadas com soro de coelho anti- IgG de Hamster, diluido 1:100 em PBS,
durante 30 min. em cimara Gmida a temperatura ambiente. Apods este periodo as secgdes
foram lavadas exaustivamente em PBS e submetidas & incubagfo com soro de cabra anti-IgG
de coelho marcado com peroxidase em uma diluigio de 1:100 em PBS, durante 1 hora a
temperatura ambiente, em cdmara umida. O substrato foi preparado no momento de uso,
adicionando-se uma sol."A" de Acido Acético a 3% em sol."B" de Amino-etil-Carbazol 1,2%
em Dimetil-formamida, formando uma solugio "C". A esta solugiio "C" apos filtragfo, foram
adicionados 6 pl de Agua Oxigenada . As secgbes foram imersas nesta solugiio final durante
um periodo de 10 min a 370 C. Apés lavagem em agua corrente estas foram contra-coradas
em Hemalun durante 1 min, Lavadas em agua corrente de torneira os cortes foram montados
em balsamo e submetidos as analises microscopicas.

As secgdes de tecidos pertencentes aos animais normais foram rotineiramente
submetidas aos mesmos tratamentos durante as analises.

Também foram realizadas reagGes controle com o antissoro especifico (Anti-IgG de
hamster), sendo previamente absorvidos com IgG purificadas de hamster , e submetidos as

mesmas condigOes técnicas de analises.
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* Pesquisa de imunoglobulina sérica dirigida contra o tecido pancredtico:

Outras secg¢des do pincreas de animais normais ou tratados, submetidas as analises de
IgG presentes no soro com especificidade ao tecido pancreatico, foram processadas segundo
a técnica mensionada anteriormente. Os cortes foram préviamente incubados com soro de
hamster normal ou tratado, em uma diluigdo 1:100 em PBS durante 30 min. "a temperatura

ambiente, antes da incubagdo com soro de coelho anti- 1gG de hamster.

7. ANALISES DAS IMUNOGLOBULINAS SERICAS ATRAVES DA

o M miduantiativo ) OO

Para a avaliagdo das imunoglobulinas 1gG totais no soro de animais normais e
tratados, foi utilizada a técnica de DOT-BLOT, que consiste na fixagdo das imunoglobulinas
em papel de nitrocelulose (NIF- modificado segundo Imperial et al., 1988).

Os soros de animais normais e tratados foram diluidos em series logaritmicas até 12
vezes a partir de uma diluigdo 1/500 em PBS , sendo aplicados um volume de 1.0 pl em cada
ponto. Foram lavados exaustivamente com PBS e incubados com solugdo de BSA 2% durante
30 min, temperatura ambiente, sob leve agitagdo.

Soro de coelho Anti-IgG (y1, ¥2) de hamster, diluido 1/1000, foi adicionado aos pontos
fixados sendo incubado durante um periodo de 2 hrs, a temperatura ambiente e com leve
agitagio, conforme modificagio (Escribano et al.,1982). Lavados exaustivamente em PBS
durante 10 min.

A seguir, foi adicionado sore de cabra anti- IgG(H) de coelho marcado com peroxidase

na diluigiio 1/100 durante 1 hora, a temperatura ambiente , com leve agitagéo.
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O substrato da peroxidase fot preparado no momento de uso, adicionando-se uma
solugdo "A" ( 4 cloro-nafiol 0,3% em metanol) em uma solugdo "B" de PBS mantendo uma
proporgdo de 1:5 nesta solugdo "B". Em seguida a esta mistura foram adicionados 3 pd de agua
oxigenada. Durante um periodo de 8 min. a temperatura ambiente. Apds foi lavado
exaustivamente em PBS em segutda em agua destilada . Secados naturalmente, foram

submetidos as leituras.

Foram efetuadas paralelamente analises controles em soro de hamster normais e

padrdes controles usando ora um ora outro antissoro, ou seja; trabalhados separadamente.

8. OBTENCAO E ANALISE DIFERENCIAL DE CELULAS PERIFERICAS:

Previamente, 0s animais normais € 0s animais tratados ( 30a, 35a, 39a, 44a, 55a
semanas ) foram anestesiados com cloroformio e sangrados por via braquial. Foram
confeccionados os esfregagos sanguineos em laminas de vidro, apos estes foram secados e
submetidos a coloragido pelo Leishman durante 3 min. e apds adicionado dgua de tornewra e
incubados por 15 min . Foram lavados em agua de torneira , secados ¢ contados em
microscopia Otica um total de 100 leucocitos , observando-se assim a proporgio dos tipos

diferentes destas células, analisando-se seus aspectos morfologicos.

9. OBTENCAO E ANALISE DIFERENCIAL DE CELULAS PERITONEAIS

Populagdes de células da cavidade abdominal de animais normais e animais tratados




(30a, 35a, 39a, 44a, 55a semanas) foram obtidas a partir de suspensdes de lavados peritoneais,
obtidas pelo inoculo de PBS em massagens abdominais durante 3 min. As células foram
fixadas em solugdes de Paraformaldeido a 1% em tampdo PBS. Apos um periodo de 15 min,, o
"pellet” foi retirado e espathado em uma lamina . Apbs secagem as células foram coradas pelo
Leishman durante 3 min , adicionadas de agua de torneira e incubadas 15 min. Em seguida o
esfregago foi lavado exaustivamente em agua de torneira, secados 'a temperatura ambiente e
contadas ao microscopio otico um total de 100 células, anotando a proporgdo das diferentes

populagdes celulares.
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111 - RESULTADOS



12 PARTE

- ASPECTOS HISTOLOGICOS E IMUNOCHISTOLOGICOS DO
PANCREAS DE ANIMAIS NORMALIS.

- MODIFICACOES MACROSCOPICAS E MICROSCOPICAS DO
PANCREAS DOS ANIMAIS TRATADOS POR NITROSAMINAS.




1. ASPECTOS HISTOLOGICOS E IMUNOHISTOLOGICOS DO
PANCREAS DE ANIMAIS NORMAIS:

A) Coloragio pela Hematoxilina-Eosina:

O epitélio pancredtico exdcrino, em animais normais, mostrou ser constituido de uma
compacta massa de grupos celulares acinares (4cinos), corada, uniformemente, com a presenga
de ductos, vasos sanguineos de diferentes calibres distribuidos uniformemente em diversas
areas do estroma pancreético(F igura 1). Nesta coloragdo, em torno dos grupos de células
acinosas {(4acinos) ou dos vasos , o tecido conjuntivo apresentou-se com caracteristica amorfa,
o qual se estendeu por todos os espagos entre os lobulos, até os compartimentos dos grupos
acinares. Espagadamente, estavam presentes algumas células mononucleares, entre os 16bos ¢
16bulos, as quais foram bem evidenciadas por esta coloragdo. Entretanto, era relativamente
constante a presenga destas células no tecido conjuntivo que contornava todo o pancreas, com
o comparecimento esporadico de alguns polimorfonucleares, observando portanto raros

neutrofilos e eosinofilos.




B) Coloragio pelo Tricrémico de Masson :

Foi observado, através desta coloragio, a presenga de tecido conjuntivo nos septos,
entre os lobos, bem como no contorno do 6rgdo (capsula), ou nas adjacéncias dos vasos,

caracterizados pela coloragio azul. Somente os animais normais, apresentaram este tecido um

pouco mais espesso.
Entre os lobulos ou entre os acinos, este tecido apresentou-se como uma camada

extremamente fina e levemente corada (Figura 2 ).
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Figura 1: Pincreas exocrino e endocrino de um animal normal ndio tratado. Na por¢io exocrina
observam-se os lobos delimitados pelos septos, enquanto verifica-se a presenga dos lobulos que estdo
contidos nestes, os quais sio formados por grupos de 4cinos, que apresentam em seu interior um
conjunto de 4 a 6 células acinares( ndo visiveis a esta ampliagdo). Pode-se observar a presenca de uma

llhota de Langerhans( seta).  Coloragio: Hematoxilina-Eosina. ( Aumento original: 63x)
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Figura 2: Pancreas de um animal normal néo tratado. Aspecto normal do tecido conjuntivo (estroma)
evidenciado pela coloragio azul, caracteristica do colageno, notavel entre os lobos e principalinente em

torno dos ductos e vasos. Coloragdo : Tricrémico de Masson. ( Aumento original: 63x)




C) Coloragio pelo Leishman:

Através desta coloragio, a maioria dos animais normais ndo tratados apresentou
caracteristicas basofilas nas estruturas nucleares e citoplasmaticas das células acinosas.

Entretanto, o tecido conjuntivo apresentou-se com discreta metacromasia , quando tratado por

este corante.
As ilhotas de Langerhans mostravam-se bem evidentes, assim como a separagio dos

lobos. Células do S. Imune podiam ser focalizadas, intralobularmente( Figura 3 ).

D) Coloracgio pelo Azul de Orto-toluidina:

O tecido pancreatico dos animais normais, apresentou-se com uma grande basofilia em
toda a sua extensdo , quando corado pela O-toluidina. Esta coloragdo fot importante na
caracterizagdo dos mastocitos, os quais apresentavam uma forte metacromasia, sendo bem
evidenciados por este método. Estas células, apresentando-se em pequeno numero, situavam-se
em pontos diferentes do tecido conjuntivo, nas extremidades do orgéo , em torno dos grandes

vasos e capilares ( Dados ndo mostrados).




Figura 3: Pincreas exocrino de um anima® normal nio tratado, mostrando-se aspecto basofilo. Neste

aumento o nacleo e citoplasma das célualas acinares, com caracteristicas basofilas nio foram

b

evidenciados. Tecido conjuntivo apresentamdo-se discreta metacromasia em torno dos ductos e vasos

sanguineos. Coloragdo: Leishman. ( Aumerto original: 63x)




2. AVALIACAO DOS ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E
IMUNOPATOLOGICOS DO PANCREAS, EM ANIMAIS TRATADOS:

2.1. ASPECTOS GERAIS M ACROSCOPICOS:

Os dados obtidos mostraram que nenhum dos animais tratados por BHP | segundo o
nosso esquema de indugio da carcinogenese (conforme Material e Métodos) , apresentou os

sintomas geralmente descritos em processos carcinogénicos associados ao tratamento de BHP

e BOP.
Em particular, a massa corpdrea permaneceu praticamente constante durante o

desenvolvimento do experimento, conforme (Tabela 1) .

Na necropsia, o pancreas da maioria dos animais tinha aspecto macroscopicamente
aparentemente normal, principalmente até a 40a. semana, apds a primeira injegdo do produto
carcinogénico. Apos este periodo, varios animais tratados apresentavam péncreas de aspecto
avermelhado, com evidentes sinais de neovascularizagio.

Na 55a semana, ficou evidenciado, em alguns animais, uma diminuigdo da musculatura
abdominal. Nenhuma massa tumoral ~ pancreatica foi macroscopicamente observada durante
os experimentos e somente evidéncias mais acentuadas de processos inflamatérios apareceram,
durante a 55a semana , apos a primeira injegdo, com um comprometimento maior do

orgao.




TABELA 1~ Peso dos hamsters tratados por BHP

Intewztigesllgi};:z)‘imentais Massa(gﬁrp()rea
0 94  (80-100)
30 93  (83-100)
35 99 (90-105)
39 101 (98-1006)
44 98  (95-100)
55 97  (90-104)

* Média dos pesos de cinco anilnais, com intervalos de
variagdes em parenteses de valores maximos e minunos.
0 = controle em animais escolhidos ao acaso.
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2.2. ALTERACOES HISTOLOGICAS DO TECIDO ACINAR :

Uma das primeiras alteragdes observadas entre as células acinares foi a modificagdo de
um estado basofilo para aciddfilo. Este processo se iniciou em alguinas ¢élulas acinares,
particularmente a nivel de nicleo, que passou a apresentar também uma alteragfio em sua
morfologia, bem como um aumento no namero de nucléolos. Posteriormente, surgiu uma
precipitagdio no citoplasma, com caracteristica acidofila, revelada pela coloragdo em
hematoxilina-eosina. Esta precipitagdo, as vezes, apresentava caracteristicas de metacromasia,
através das reagdes com o corante Leishman (Figura 4 ). Estes resultados ocorreram durante a
30a semana apos a primeira inje¢do, desaparecendo posteriormente as caracteristicas acidofilas
dos tecidos, na maioria dos animais estudados, durante a evolugdo da carcinogenése.

As alteragOes acidofilas apresentaram-se em duas diferentes formas:

- Através das coloragdes com Hematoxilina-Eosina, observamos acidofilia nos grupos
acinares localizados nos tecidos nas extremidades do 6rgdo, mantida ao longo da evolugio do
processo.

- Através das coloragdes pelo Leishman, em geral, observamos uma acidofilia nas
estruturas nucleares e, mais tarde, precipitagdes acidofilas a nivel de citoplasma, apds houve

uma modificagdo para basofilia durante a evolugdo do processo tumoral.

Dentre as analises citologicas das alteragdes encontradas nas células acinares, quanto a
morfologia, foram observados polimorfismo nuclear com alteragdes no tamanho destas células,
¢ alteragdes no tamanho do lado destas células acinares. Detectou-se também, sofrimento
celular com presenga de vaciolos €, posteriormente, morte celular, com desarranjo estrutural

dos grupos de acinos dentro dos lobulos .

Através da Figura 4 , podemos observar grupos de acinos, cujas células evidenciam
alteragdes morfologicas. Estas alteragdes foram importantes, quanto ao tamanho das c¢élulas e a

presenca de vacuolos, tomando as areas citoplasmaticas destas células, diferentes das que
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estavam presentes em tecidos normais. Estes dcinos mostraram-se rodeados por outros, com
células de estrutura morfologica aparentemente normal.

Em areas mais distantes do pancreas exodcrino, observamos 16bulos inteiros, com
aspecto acidofilo. As acinares pertencentes a estes lobulos, apresentavam caracteristicas
acidofilas, sendo observado também outras alteragdes morfologicas, porém menos acentuadas,
tais como : diminuigfo dos lados das células acinares, resultando portanto uma diminuig¢do da
distancia inter-nuclear. Neste mesmo periodo em alguns animais, as alteragbes das acinares
presentes nos l6bulos com aspecto acidofilo, consistiam somente em um aumento nas areas
citoplasmaticas e a presenga de alguns nucléolos. Portanto, estas alleragbes eram  variaveis
nos diferentes animais.

Na figura 4 , podemos ver grupos de acinos apresentando células com citoplasma
baséfilo, ao lado de um deslocamento do nucleo apical, em presenga de alta atividade mitotica
de acinar, dando origem a muitas células por acino.

Em diferentes 16bulos da mesma porgio exdcrina, no conjunto de células acinares,
foram observados que o citoplasma destas células mostravam aspectos ora acidéfilo ora
basofilo.

A basofilia citoplasmatica das acinares de toda a porgdio exdcrina foi consideravelinente
diminuida, durante a evolugdo do tratamento carcinogénico, quando os tecidos pancreiticos
dos diferentes animais foram estudados pela coloragio em Leishman. Estas células retornaram
a evidenciar uma forte basofilia nos tecidos com neoplasia bem definida.

Nas secgdes de adenocarcinoma pancreatico ( cedidas por Eriguhi et al 1987) | noés
observamos uma intensa basofilia em todo o tecido acinar, quando corado pelo Leishman.
Esta basofilia evidenciava-se principalmente no nicleo e citoplasma das células em

transformagdo morfologica(Dados ndo mostrados).




Figura 4: Aspecto histologico do tecido pancreatico exdcrino de um animal tratado, mostrando os

primeiros sinais de alteragdes ( animal na 30a. semana apds primeira injegio). Revela-se forte
metacromasia a nivel de nucleo com alteragdes quanto ao nimero de nucléolos. Presenca de
granulagBes metacromaticas no citoplasma e extra celular, acompanhando a presenca de diversos

vacuolos citoplasmaticos. Coloragio: Leishman. ( Aumento original: 1000x)
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2.3. ALTERACOES HISTOLOGICAS DO TECIDO CONJUNTIVO :

Uma das primeiras alteragdes observadas no tecido pancreatico foi relacionada com as
modificagdes do tecido conjuntivo, as quais surgiram na 30a semana de estudo. Através da
coloragdo pelo Tricromico de Masson, foi observado que, durante a evolugio do periodo pré-
tumoral, houve um aumento do conjuntivo, entre os tecidos pancredticos, o qual foi atribuido
a aumento de colageno nestes tecidos (coloragio azul).

A partir da 30a semana de tratamento, observou-se uma importante distdncia entre as
cé¢lulas acinares, proporcionada pelo aumento do tecido conjuntivo entre elas. Houve também
aumento em torno dos vasos sanguineos, vasos capilares e ductos.

Um aumento constante da concentragdo do coligeno na regido peri-ductal foi
observado, com uma invasdo de todo o tecido, como também intra lobulos e, freqiientemente,
em paralelo ao aparecimento das lesdes celulares( Figura 5).

Uma outra observagdo importante foi a presenga da fibrose , ao longo do tratamento
carcinogénico. Nos septos ou nos espagos intra-lobulares, véarios animais apresentaram o
tecido pancreatico muitas vezes repleto de fibrose, intensamente corada pelo Tricrémico de
Masson ( Figura 6). Em paralelo a estas observagdes, os fibroblastos continham material
citoplasmatico em intensa coloragdo azul pelo tricrémico, apresentando, também, um aumento
na sua dimensdo citoplasmitica € no seu namero, mais evidenciado em varias regides do
tecido (Dados néo mostrados).

As andlises efetuadas em adenocarcinomas obtidos previamente em nosso laboratério
com tratamento por BOP ( em secgbes fornecidas por Dr. Eriguchi), revelaram areas repletas
de uma massa de colageno , fortemente corada pelo Tricrdmico de Masson. Esta
concentragdo de colageno situava-se entre os 4cinos, em processos de lesdo, em torno dos
ductos em hiperplasia, e em todas as regides do parénquima pancreatico comprometido pelo

processo tumoral (Figura 7),




Figura 5: Aspecto do pancreas de um animal tratado ( 40a semana), mostrando um inicio da formagio
de uma barreira de colageno no tecido acinar, além de grupos acinares em processo de degeneragio
focal. No édngulo superior, a esquerda, wverificam-se acinos intactos, sem mostrar aspecto de

transformagio neoplasicas. Coloragéio : Tricrémico de Masson. (Aumento original: 400x)




Figura 6: Pancreas de um animal tratado, apos 44 semanas, mostrando fibrose intensa. Areas com
lesdes dos grupos acinares, em paralelo a participagio de células mononucleares, indicando presenga

no tecido de um processo de transformagdo. Coloragio : Tricromico de Masson. { Aumento original:

400x)




Figura 7: Pincreas de animal tratado com BOP ( Gentileza do Dr. Erguichi et al, 1987 ), mostrando
aspecto adenocistico, areas papiliferas com fibrose intensa e difusa. Coloragio: Tricrdmico de Masson.

( Aumento original: 63x)




2. 4. FORMACAO DO TECIDO TIPO ADIPOSO :

Com a evolugdo do tratamento, o péncreas exdcrino dos animais apresentou um
afastamento entre os lobulos acinares, com lesdes de grupos acinares (4cinos) e auséncia de
material biologico entre as células de sustentagdo do tecido; os fibroblastos. Este fendmeno
apresentou-se€ COIMO uma nova estrutura no parénquima pancreatico, com a formagdo de um
tecido tipo adiposo , o qual esta também presente nos tecidos pancreaticos de animais normais
em uma pequena quantidade, o que é o resultado normal de uma renovagio constante dos
dcinos. Na Figura 8 observa-se uma regido mostrando um aumento deste tecido tipo
adiposo, o qual proporcionou um aumento da massa tecidual de todo o parénquima

pancreatico.

2.5. HIPERPLASIAS E LESOES TECIDUAIS PANCREATICAS :

As caracteristicas histopatologicas do pincreas de animais tratados foram estudadas
individualmente, através da histologia convencional { Hematoxilina & Fosina), conforme
apresentado na Tabela 11

Foram observados lesdes pré-neoplasicas no tecido acinar as quais incluem importantes
alteragdes morfologicas das células acinares. As extensdes destas lesdes foram variaveis de

animal para animal.

Em épocas diferentes, os animais apresentaram regressdes ductais, tais como:
cistadenomas e hiperplasia ductal. Entretanto, nenhum dos animais entre os grupos estudados,
apresentou aspecto definitivo de adenocarcinoma pancreatico.

A partir da 44a semana, todos os animais tratados apresentaram cistadenomas e

hiperplasia ductal do tecido exdcrino.
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Foi observado, somente através das coloragdes com Leishman, que nos espagos da
membrana basal dos ductos que apresentavam o epitélio hiperplasico, alguns animais exibiam
estruturas arredondadas, com caracteristicas metacromaticas. Fstas estruturas em outros

processos de coloragfo, apresentaram-se incolores e com um aspecto amorfo (Figura 9).




Figura 8: Tecido pancreatico de animal tratado, correspondendo a 35a semana apos a primeira injegdo,
mostrando uma destruigdo de alguns acinos e promovendo a formagio de tecido tipo adiposo. Observar
os contornos ainda com restos de células acinares delimitados por fibroblasto { Seta ). Coloragio

TrictOdmico de Masson. { Aumento original: 200x).




TABELA II - Extensiio da infiltracio de linfécitos e
lesdes pancreiticas em fungio do
tratamento por BHP,

Experimental Linfocito  Cistadenoma  Hiperplasia
temPo(semanas) infiltragdo ductal
* ¥k *% #%

30 2 1 i

35 3 2 2

39 5 3 2

44 5 5 5

55 5 5 5

* Semanas seguindo a primeira inje¢do de BHP. o
** Numero de casos Positivos em grupo de cinco animais-




Figura 9 :Imagem do pancreas de um animal tratado ( 44a semanas), apresentando epitélio de
revestimento ductal hiperplasico, com possiveis debris celulares na sua ldmina basal ( Seta ). Pode-se
também observar mastocitos ainda ndo degranulados nas adjacéncias do ducto . Coloragio: Leishman.

(Aumento original: 400x).
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RESPOSTA IMUNOLOGICA DURANTE A CARCINOGENESE:
ASPECTOS CELULARES




1. QUANTIFICACAO DE CELULAS PERIFERICAS E PERITONEAIS :

As diferentes populagdes celulares de origem periférica ou peritoneais guardavam

caracteristicas morfologicas normais, quando examinadas pela coloragio com o Leishman .

Em geral foram pequenas as alteragdes destas células, quanto ao namero, nio
havendo qualquer alteragio em relagio a morfologia das populagdes de leucéeitos periféricos
(Linfocito, Mondcito, Neutréfilo segmentado, Eosinéfilo e Baséfilo), em animais tratados
quando comparados aos animais normais ( Figura 10).

Também, n#o houve, em geral, alteragdes nos valores dos animais tratados, quanto as
populagdes celulares do peritonio ( Macrofago, Mondcito, Linfocito, Mastocito e Neutréfilo),

quando comparados com os animais normais (Figura 11).
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FIGURA 10: CITOMETRIA DE CELULAS PERIFERICAS .

As variagBes das populagdes leucocitérias da circulagdo sanguinea nos animais tratados, correspondem

aos limites dos valores encontrados em animais normais. Foram estudadas as seguintes populagbes

celulares: Linfocito, Neutrdfilo (segmentado), Monbcito, Neutrofilo ( bastonetes), Eosinofilo e
Basofilo.
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FIGURA 11: CITOMETRIA DE CELULAS PERITONEAIS.
As variagdes das diferentes populagdes celulares da cavidade peritoneal dos animais tratados,

correspondem aos limites dos valores encontrados em animais normais. Foram estudadas as seguintes

populagdes celulares: Mondcito/Macréfogo, Linfocito, Mastacito e Neutrofilo.




2. PARTICIPACAO CELULAR NO TECIDO PANCREATICO :

2.1. CINETICA DO INFILTRADO CELULAR :

O tecido pancredtico de animais normais ndo tratados, durante as anélises histolégicas,
apresentou um pequeno numerc de ceélulas mononucleares e polimorfonucleares, na sua
matoria inseridas no tecido conjuntivo periférico de revestimento do orgio.

Todos os animais apresentaram uima pequena concentragio destas células em uma area
especifica, cuja populagio celular majoritaria era de polimorfonucleares, mastdcitos e algumas

células mononucleares (linfocitos e macrofagos).

Com a evolugdo da carcinogénese, foi observado que o namero de células destes grupos
aumentou e a partir da 35a semana, ja se formava um pequeno foco com pequenas alteragdes
na frequéncia das populagdes celulares presentes. Houve uma mudanga para novas populagdes
celulares, que se definiram como mononucleares em uma proporgdo variavel entre os animais.
Observou-se que 90% destas células era de populagdes mononucleares, quando ainda o tecido
exocrino ndo apresentava alteragSes morfologicas evidentes (Figura 12 ).

Alguns animais chegaram a desenvolver verdadeiros nodulos nestas regides periféricas,
enfartados de células mononucleares

Nas semanas seguintes de tratamento, foi observada migragdo destas células
mononucleares para o tecido pancreatico. Foram observados células nos espagos intra-16bulos
do tecido acinar, na periferia dos vasos sanguineos e vasos capilares e algumas vezes
circundando ductos aparentemente sem alteragdes histologicas.

Finalmente, estes infiltrados assumiram proporgdes maiores nas semanas seguintes.

Observaram-se focos de células mononucleares em tecidos acinares, cuja estrutura morfologica
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apresentava-se  sem alteragBes, ou em especificas areas onde estavam presentes pequenas

degeneragdes dos acinos.

Houve  uma variagdo na intensidade dos infiltrados, sendo que alguns animais
apresentaram pequenos focos celulares e, na mesma semana, outros animais ja constituiam

verdadeiros nodulos.

Os adenocarcinomas estudados ( Eriguchi et al, 1987) apresentavam  sempre
grandes massas destes infiltrados, distribuidos por todo o tecido pancredtico.

Em geral o nimero de animais que apresentaram e infiltrados celulares no pﬁﬁc;eas
exdcrino foi proporcional ao aparecimento das alteragdes patologicas do estado pre-
neoplasico. Entretanto o surgimento dos infiltrados foi uma das primeiras  caracteristica

neste periodo ( T'abela 11 ).




Figura 12: Tecido conjuntivo periférico do péncreas de um animal tratado, apds 35a semana da
primeira injegdo, mostrando concentragdo de células mononucleares, diante de um pancreas exdcrino

aparentemente preservado. Coloragédo: Tricrdmico de Masson. (Aumento original : 63x ).
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2.2. PARTICIPACAO DO MACROFAGO, MASTOCITO E
PLASMOCITO:

Durante o aumento da migragio de células mononucleares para o tecido pancreatico
foram observados macrofagos em diferentes regides dos processos inflamatérios. Alguns
macrofagos com grande extensdo citoplasmatica, muitas vezes indicavam uma aparente
quimiotaxia entre os lobulos acinar e algumas vezes formavam focos em uma regido especial
do tecido, ao lado de outras populagdes de células mononucleares participantes do processo
de inflamagdo. Estas observagdes foram principalmente evidenciadas pela coloragio com

Tricrdmico de Masson { Figura 13).

Foi observado a presenga de Plasmaocitos em diferentes areas do processo inflamatério,
em adensamento, ao lado de outras células mononucleares e principalmente ao lado de ductos

em hiperplasia epitelial(Figura 13).

Durante o processo pré-tumoral foi observado uma marcante presenga de células "B"
entre os infilrados mononucleares presentes nos tecidos pancreiticos, através das reagdes
Imunohistoquimicas, utilizando-se soro-imune  anti-lgG de hamster, marcados  com
peroxidase, conforme técnica em Material & Métodos. Estas células nio se apresentaram em
foco, mas entre os focos linfocitarios em pontos diferentes dos tecidos, muitas vezes perto dos

ductos com hiperplasia da camada epitelial. Ver mais adiante: Figura 18 .

Os mast6citos aumentaram em niimero e na sua proporgio de degranulagiio em relacdo
a evolugdo dos  processos inflamatdrios dentro do periodo pré-tumoral. Foram melhor
estudados por coloragdes pelo Azul de Orto-toluidina. Principalmente os adenocarcinomas

estudados, apresentaram-se com numerosos mastocitos com uma intensa metacromasia e alto
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indice de degranulagio( Dados ndo mostrados).
Durante os estudos dos infiltrados celulares, estas células foram detectadas através de
suas emissdes expontineas de fluorescéncia, quando o tecido foi submetido a uma reagiio de

fluorescéncia ( Figura 14,15¢16).




Figura 13: Tecido pancreitico de um animal tratado (39a. semana), mostrando intenso
infiltrado de células mononucleares, em sua grande maioria linfocitos, plasmocitos e varios
macrofogos. Observar a porgdo do tecido da direita sendo invadido por pequenos linfocitos
(Seta ). Ainda dentro do novo nddulo restos de tecido acinar. Colorag@o: Tricrdmico de

Masson. ( Aumento original: 400x ).




34

2.3. PARTICIPACAO DO LINFOCITO "T" ;

2.3.1. No tecido normal :

Conforme os ensaios de Imunofluorescéncia, utilizando soro-imune anti-linfocito "1
de hamster apresentado em Material & Métodos, foi observado que os linfocitos "T" raramente
estdo presentes em tecidos pancreaticos de animais normais. Estes linfocitos foram observados
dispersos no tecido conjuntivo de contorno do 6rgdo (capsula), nos septos ou seja entre os

lobos acinosos.

2.3.2. No tecido dos animais tratados:

Durante o periodo pré-tumoral foi verificado nos infiltrados celulares do tecido em
transformagfio, wma crescente populagdo de linfécitos "T" através das reagdes de

Imunofluorescéncia conforme Material & Métodos.

O soro-imune usado nestas analises, dirigido contra linfocitos "T" de hamster mostrou
uma reagdo positiva  com células timicas em cortes histoldgicos a fresco deste orgio e
reages negativas em areas linfocitarias especificas a células "T" em cortes histoldgicos, a

fresco, em bago de hamster.

Niao houve alteragio da reagio com timocitos, apés a absor¢dio deste soro com lgG

pura de hamster. Em contraste, apds a absorgio deste soro com timocitos ficou totalmente

anulada a imunoreatividade deste fiente estas células.



Durante o periodo pré-tumoral o tecido pancreatico ao longo de suas diferentes areas e
regides, mostrou aumento do niimero de linfocitos "T", com caracteristicas estruturais normais
destas celulas. Estas células "T" foram observadas nos nodulos que se formaram no tecido

conjuntivo periférico do orgio (Figura 14 ).



Figura 14: Aspecto histologico do pancreas de um animal tratado ( 35a. semana apos a
e . P
primeira inje¢do ), mostrando uma maioria de linfocitos "T" presentes no primeiro nodulo
formado no tecido conjuntivo periférico. Estes linfocitos foram detectados com soro-imune
anti-linfocito "T" marcados com fluorescéncia. Presenga de mastocitos emitindo fluorescéncia

espontinea (Seta).( Aumento origrinal: 400 x ).



Observou-se intensa drenagem de linfocitos "T" durante a evolugiio da carcinogénese,
em paralelo a detecgido de uma neovascularizagiio do tecido pancreatico. FEstas observagdes
tambeém foram acompanhadas do aumento da destruigdo das células acinares e o aparecimento
de estruturas tipo neoductal. Verificaram-se focos de células "T" em contacto direto com
grupos de células acinares em uma area de auséncia de alteragdes morfolégicas do
tecido(Figura 15 ).

Os estudos de imunofluorescéncia mostraram células "T" em tomo dos ductos com
hiperplasia  epitelial, junto 4 membrana basal. Todas estas observagdes ocorriam
concomitantemente dentro do periodo pré-tumoral(Figura 16 ).

Em andlises de adenocarcinomas, verificadas em secgdes doadas por Dr. Eriguchi,
observamos a presenga de células "T" junto a membrana basal e circundando os ductos em
hiperplasia do epitého(Figura 17 ).

Células "T” em contacto direto com o epitélio ductal em hiperplasia ou penetrando

dentro dos ductos em transformagio nunca foram observados durante estas analises.



Figura 15: Tecido pancreitico de um animal tratado (39 semanas ap0s a primeira injegdo ),
‘mostrando uma das primeiras colénias de linfocitos "T" detectados por Iinunofluorescéncia

HITIN

usando soro-imune anti-linfocito . Observam-se estas células circundando um acino
aparentemente normal. Houve uma diminui¢io na intensidade da fluorescéncia, devido 2
desorganizagdo da membrana plasmatica destas células "T" durante o contacto com o tecido
acinar. Presenga de mastocitos com uma fluorescéncia esponténea ( Seta). ( Aumento original:

400 x)




Figura 16: Aspecto do tecido pancreatico de um animal tratado, mostrando areas de grandes

hiperplasias, com presenga de linfocitos "T" |, evidenciados por soro-imune anti-linfécito "T"

de hamster marcado por fluoresceina. Estas células migraram em diferentes regides ao lado de
Br

varios mastocitos emitindo uma fluorescéncia natural ( Seta). ( Aumento original: 400 x )



Figura 17: Adenocarcinoma pancreatico desenvolvido experimentalmente por tratamento com
BOP ( Gentileza do Dr Eriguchi), mostrando intenso processo de infiltragdo de linfocitos "T".
Reagéo de Imunofluorescéncia utilizando soro-imune anti- linfocito "T" de hamster. As areas
escuras correspondem aos septos e as tnenos escuras ao pancreas acinar sem infiltragéo de

célula "T".-( Aumento original: 400 x ).
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RESPOSTA IMUNOLOGICA HUMORAL DURANTE A CARCINOGENESE:
DEMONSTRACAO DA PRESENCA DE AUTO-ANTICORPOS CIRCULANTE
EM ANIMAIS TRATADOS.
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1. ANALISE DAS IMUNOGLOBULINAS TOTAIS PRESENTES NO
SORO DOS ANIMAIS:

I.1. ANIMAIS NORMAIS:

Através das analises semi-quantitativas, com a utilizacio dos testes imunoenzimaticos
em papel de nitrocelulose (NIF), foram obtidos valores positivos para esta reagiio até a diluigio
1/128. Utilizamos um "pool” de soro, pertencentes a cinco animais normais ndo tratados.
Sendo, portanto, considerado como nosso padrdo controle estes soros normais, o qual esta
indicado por marcagdo em negrito , que corresponde uma sequéncia de diluicies logaritmica,

separadas na Tabela 111

1.2. ANIMAIS TRATADOS:

Os testes semi-quantitativos imunoenzimaticos em nitrocelulose (NIF), conforme
técnica apresentada em Materiais & Métodos, mostraram que a quantidade de imunoglobulinas
totais presentes no soro de animais tratados apresentaram uma variacio crescente no decorrer

do periodo pré-tumoral, quando comparados com os animais normais(Tabela 11).

Na primeira semana analisada (30a) observamos pequeno aumento do nivel sérico de
imunoglobulinas totais. Em geral, apds a 393 semana seguida ao tratamento, observou-se um
aumento no titulo destas imunoglobulinas e wm namero maior de animais apresentando estes
aﬁméntos. Entretanto, o animal 7 apresentou um titulo relativamente baixo, quando

comparados com os animais das ultimas semanas de tratamento.
p
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Os animais da altima semana de tratamento (55a), apresentaram seus niveis totais de
imunoglobulinas extremamente aumentados. Houve uma excegio ( animal 25), que apresentou

um titulo de imunoglobulinas relativamente normal.



TABELA 111 :

NO SORO DE ANIMAIS TRATADOS.

PRODUCAO DE IMUNOGLOBULINAS TOTAIS

Semanas

Animais

304

354

394
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554
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Legenda : O nivel normal de imunoglobulinas no soro de animais normais esta
delimitado por uma marcagdo em negrito.
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As cruzes indicam o nimero de diluigdes positivas acima deste limite.
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2. CINETICA DA PRESENCA DE IMUNOGLOBULINAS NOS
TECIDOS PANCREATICOS DURANTE A CARCINOGENESE :

2.1. PANCREAS DE ANIMA L. NORMAL:

Atraves das reagdes de imunoperoxidase Indireta, utilizando soro-imune dirigido contra
imunoglobulinas de hamster, ndo foram observados estas inunoglobulinas no tecido acinar de
animais normais. OQbservaram-se leves tragos de imunoglobulinas na lamina basal dos ductos,

no interior e na periferia dos vasos sanguineos e vasos capilares (Dados nio apresentados ).

2.2. PANCREAS DE ANIMA IS TRATADOS:

As reagdes de imunoperoxidase indireta com soro-imune anti-imunoglobulinas de
hamster, foram aumentando em intensidade nos tecidos pancreaticos, em paralelo ao tempo de
tratamento dos animais. Estas observagbes foram verificadas principalmente a nivel da lamina
basal dos ductos. A partir da 44a semana foi constatado uma forte concentragio de
imunoglobulina nas ldminas basais ( Figura 18). Na 55a semana a maioria dos animais
apresentaram imunoglobulinas nas células epiteliais dos ductos, bem como no citoplasma das

celulas acinares, e principalmente formaram uma grossa barreira na lamina basal (Figura 19)

Nas reagdes, em tecidos pancreaticos com presenga de adenocarcinomas, verificou-se
uma enorme concentragdo de imunoglobulinas no tecido conjuntivo envolvendo a massa

tumoral (Figura 20).



Figura 18: Tecido pancreatico de animal tratado com BHP { 44a semana), apresentando ductos em
hiperplasia epitelial com a participagiio de um infiltrado celular em seus contornos. Através da reagdo
de imunoperoxidase indireta a figura mostra a presenga de imunoglobulinas na [amina basal dos ductos,
formando uma verdadeira barreira. Podem ser observados linfocitos "B” no infiltrado em presenga de
soro-imune anti- imunoglobulina de hamster (Seta) (Seta). Contra-coloragio: Hemalun. { Aumento

original : 200 x )




Figura 19: Aspecto histologico do pancreas de animal tratado, mostrando uma fase mais avancgada de
hiperplasia ductal, com importante concentragio de imunoglobulina na lamina basal, presente durante
os Gltimos estagios do periodo pré-tumoral. Reagdo de Imunoperoxidase Indireta com soro-imune anti-

imunoglobulina de hamster. Contra-coloragdo: Hemalun. ( Aumento original: 400 x ).



Figura 20 : Adenocarcinoma pancreatico em animal tratado com BOP( Secgio duzzda_ por Dr.
Eriguchi), mostrando uma intensa concentragdo de imunoglobulina nas laminas basais e por todo o
pancreas exécrino em areas remarcadas previamente com a presenga de colageno, Reagio de
Imunoperoxidase Indireta com soro-imune anti-imunoglobulina de hamster. Contra-coloragio:

Hemalun. ( Aumento original: 63 x)
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3. ANALISE DA PRESENCA DE AUTO-ANTICORPOS NO SORO DOS
ANIMAIS:

3. 1. PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS NO SORO DE ANIMAIS
NORMAIS DIRIGIDOS CONTRA PANCREAS DE ANIMAIS NORMAIS
E TRATADOS.

Para efeito de controle das reagdes imunoenzimaticas dirigidas contra imunoglobulinas
de hamster, fo1 verificado que o soro de animais normais praticamente nio reconhece
estruturas na porgdo acinar de animais normais ( Tabela 1V - soro do dia [0]). Entretanto, os

ductos apresentaram previamente imunoglobulinas "in situ".

Também para efeito de controle das reagdes foi verificado que praticamente o soro de
animal normal ndo reconhece estruturas do péancreas de animais tratados (‘Fabela V - item [2]).
Quando comparados estes dados com a imunoglobulina "in situ"( item [1]), verificamos que ha

um pequeno aumento no reconhecimento das células acinares e do epitélio ductal.

3.2. PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS NO SORO DE ANIMAIS
TRATADOS DIRIGIDOS CONTRA ESTRUTURAS PANCREATICAS:

3.2.1. Dirigidos contra tecidos pancreaticos normais:
Nao houve reagdo dos soros de animais tratados nos diferentes periodos , quando

incubados com péncreas de hamsters normais, através da utilizagio da reacdo de Imuno-

peroxidase Indireta , utilizando-se soro-imune anti-imunoglobulina de hamster (Tabela IV ).
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TABELA IV - Marcagem histologica das estruturas
pancreiticas de animal normal com soro de animais tratados.

Soro Acinar Ducto Cels.
(L.Basal)  Epiteliais
0 - +/- -
30 - +/- -
35 - +/- -
39 - +/- -
44 %- - -
55 - +/- -

[Prp—— o

LEGENDA : O péancreas de animal normal foi incubado com "pool” de
soros de cinco animais tratados com BHP nas diferentes semanas. '
Soro do dia [0] indica soro de animal normal nio tratado.

O pancreas de ammal normal foi incubado com um "pool” de soro de
cinco animais normais.
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3.2.2. Dirigidos contra suas préprias estruturas

pancreiticas:

Os tecidos pancredticos de animais quando incubados com seus proprios soros,
mostraram um aumento na reagdo pela imunoperoxidase Indireta, com a utilizagdo de soro-
imune dirigido contra IgG de hamster. Esta reagio apresentou gradativamente aumento nas
c€lulas acinares, na membrana basal e no tecido conjuntivo que envolve esta membrana , com

a evolugdo do periodo pre-tumoral{ Tabela V - item {3]).

Quando os tecidos normais (pertencentes ao dia 0) foram incubados com seu préprio
soro e posteriormente incubado com soro-imune anti-IgG de hamster nio foram observados
reagdes positivas para imunoperoxidase indireta. Entretanto, foi verificado a presenga tragos de
imunoglobulinas na periferia dos vasos sanguineos e na periferia dos grandes ductos (Figura
21). Este fato foi detectado mesmo antes, quando tratamos o tecido somente com soro-imune

anti-1gG de hamster.

As celulas acinares apresentaram  reagdes positivas em areas especificas, durante a
evolugio do periodo pré-tumoral, quando previamente eram incubadas com seus proprios soros
e apOs com soro imune anti-lgG de hamster. Principalmente, esta reagiio mosirou ser positiva
nos adenomas ou em grupos acinares, 0s quais observou-se sem uma aparente transformagio

(Figura 22).



TABELA V - Marcagem Histologica dos Tecidos Pancreaticos de Animais
Tratados frente a Diferentes Soros.

Soros Tecido Acinar Ducto Celulas
Pancreatico L. Basal Epiteliais
0 - +/- -
30 - + -;
Anti-IgGui 35 - + .
39 - + -;
44 - +++ -)
55 +++ +4++ +++
i) - +/- -
30 ~(1—2. + -;
Soro Normalizi 35 +/- + -
39 +/- + -
44 + +++ .
55 44+ ++4+ ++++
J; - +/- -
: 30 (+) +4 _i
Proprio Sorob3! 35 + ++ -
39 ++ +++ +
44 +++ ++++ ++
55 -+ +4+-+ ++++

LEGENDA :

1 Os tecidos pancreaticos foram incubados com soro-imune anti-IeG  de hamster.
{2} Os tecidos pancredticos foram incubados inicialmente com "pool" de soro de animal
normal, apos foram incubados com soro-imune anti-lgG de hamster.

[3]  Ostecidos pancreaticos foram incubados inicialmente com o proprio soro, apos foram
incubados com soro-imune anti-IgG de hamster.

Tecido pancreatico do dia (0) corresponde ao animal normal nio tratado.




Figura 21: Pancreas de aspecto histologico normal de animal normal, em presenga de seu proprio sero
e apos tratado com soro-imune anti-imunoglobulina de hamster. Através da reagdo de munoperoxidase
Indireta podemos verificar imunoglobulina presente somente na regido dos vasos sanguineos e vasos

capilares. Contra-coloragio: Hemalun. ( Aumento original: 400 x )



Figura 22: Aspecto histopatologico do tecido pancreatico, de um amimal tratado {( 44a semana)
mostrando desorganiza¢des estruturais na porgdo exocrina, sendo visto um grupo de 4cinos ainda
preservado mas com a presenga de uma forte reagdo, quando incubado com o proprio soro( Seta).
Reacdo de Imunoperoxidase Indireta, utilizando soro-imune anti-imunoglobulina de hamster. Contra-

coloragio: Hemalun. ( Aumento original: 200x)



V- DISCUSSAO



Através de técnicas histolégicas ¢ imunohistoldgicas, utilizando-se diferentes coloragdes
e diferentes processos de analises, nos propusemos estudar os primeiros sinais de alteragdes
presentes no tecido pancreatico, em paralelo & participagdo do Sistema Imunologico, que
poderiam estar associados ao inicio de um processo tumoral em um animal tratado com uma
droga carcinogénica do grupo das nitrosaminas.

Dados obtidos por pesquisadores em sistemas experimentais de indugiio da
carcinogénese, utilizando moléculas da familia das nitrosaminas ou derivados destas, usando
na sua grande maioria, altas doses, ¢ diferentes esquemas de inoculagdo ( Pour et al. , 1979:
Longnecker, 1986; Rao, 1987). Neste trabalho, procuramos fazer uso de uma variagdo na
metodologia do indculo, com a utilizagdo de baixas doses € um numero reduzido de
inoculagdes. O nosso objetivo principal foi, através desta metodologia, acompanhar os
primeiros indicios de alteragdes do tecido pancreatico , os quais poderiam se expressar
lentamente, em paralelo as analises de uma possivel participagio efetiva do Sistema
Imunoldgico .

Os nossos estudos mostraram que os animais nfo apresentaram sintomas clinicos
equivalentes aos geralmente apresentados em outras metodologias de inoculacdes, com
utilizagdo de altas doses. Ndo houve perda de massa corpérea , sendo um dado diferente
quando comparamos a outros trabalhos onde ha uma evolugio clinica de sintomas que levam
os amimais a neoplasias( Tabela 1). Entretanto, houve uma diminui¢io da musculatura
abdominal em todos os animais tratados, observados macroscopicamente pelo contacto direto
desta regido. Talvez, este sintoma esteja relacionado com a primeira manilestagdo clinica de
um comprometimento futuro desta regido abdominal, considerando que o animal possa ter
passado por um estado doloroso localizado nesta area, apesar destes animais manterem em
geral um comportamento normal em relag@o aos animais nio tratados.

As nitrosaminas quando inoculadas em hamster atuam sobre o tecido pancreatico de uma

forma progressiva, sendo que as lesdes inicialmente consideradas benignas evoluem dando
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lugar a caracteristicas pré-neoplasicas tais como: Hiperplasias ductais e cistadenomas. No
nosso trabalho( Tabela H) a seqiiéncia da evolugdo durante o processo da carcinogénese foi
compativel com os resultados obtidos por outros autores (Longnecker et al., 1986: Moore et
al., 1983; Rao, 1987).

A presenga de complexos cisticos no tecido pancreatico foi também motivo de grande
discussdo e controvérsia em diversos trabalhos, quante a possivel origem celular dos
adenocarcinomas pancredticos. Alguns autores sugeriram que estes complexos sio derivados
da prolifera¢o de células de um canal ja preexistente ( Carré-Llopis et al., 1986b; Longnecker
et al,, 1980 ,1986). Outros, porém, defenderam a idéia de que o processo neoplasico tem sua
origem nas alteragOes das células acinares. (Flaks et al., 1981; Flaks et al., 1982: Eriguchi et al.
,1987).

- No hamster, as neoplasias pancreaticas de origem canalicular foram estudadas e
indicadas por inumeros autores, os quais consideraram que, através da indugdo da
carcinogénese, os canais intra-lobulares e principalmente as células centroacinosas poderiam
originar adenocarcinomas { Longnecker et al., 1986; Moore et al., 1983).

Os trabathos de Flacks et al. em 1981 e 1982, propdem um modelo da carcinogénese em
hamster, no qual as células acinares se diferenciariam, dando origem a estruturas pseudo-
canaliculares, que posteriormente se modificariam até dar origem aos adenomas.

Entretanto, discute-se a possibilidade, diante dos modelos propostos, que haveria uma
origem dupla a qual poderia ocorrer, a0 mesmo tempo, no tecido pancreatico. Determinaram,
através de dados experimentais, que o processo de neoplasia poderia ser tanto de origem
canalicular quanto acinar ( Scarpelli et al., 1978; Rao, 1987).

Diante de tais relatos, podemos admitir que a histogénese das neoplasias por agentes
nitrosaminicos, tal qual o modelo no homem, € ainda um processo de intuneras controvérsias e
discussdes, o qual tem sido observado também por nosso grupo de trabaltho (Carré-Llopis et

al., 1987).
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- Nos experimentos de indugdo da carcinogénese em hamster, nos deparamos com uma
alteragdo inicial em células acinares e, posteriormente, uma proliferacdo das células
canaliculares. Parece que o indutor da carcinogénese, segundo o nosso modelo, pode ser capaz
de agir sobre os dois tipos de células; A célula acinosa e a canalicular. Entretanto, nenhum
destes resultados apresentados pode confirmar que estas células proliferam “a partir de uma
célula acinosa, ou centroacinosa ou mesmo afirmar que ha formagdo de pseudo-canais com
origem acinosa.

As primeiras altera¢gdes apresentadas nas células acinares, foram detectadas de certa
forma muito cedo(30a semana apos o pruneiro inoculo), sendo este fato um dado importante ¢
gue veio a favor das nossas expectativas na proposta de investigagdo, considerando este um
especial modelo de estudo da carcinogénese, utilizando um esquema de baixas doses.

O estado acidofilo caracteristico, apresentado no nicleo e citoplasma de células
acinares, com presenga de granulagbes metacromaticas, sugere um aumento da atividade
metabdlica destas células, mostrando em alguns animais um aumento na formagdo de granulos
de zimogénio. Na realtdade, entre os l6bulos de acinos, a presenga de metacromasia em uma
regido de aspecto viscoso indicou que estas células apresentavam altos indices de secregdo,
mostrando plena atividade metabolica. Além de vacuiolos citoplasmaticos havia  varios
nucléolos, algumas células chegando a apresentar até quatro nucléolos, mostrando, assim, uma
importante atividade nuclear( Fig.4).

Os processos de acidofila em cancer do pancreas tem sido analisados por alguns
pesquisadores { Scherer et al., 1989), enfocando que, durante a carcinogénese experimental, a
analise histopatologica sugere que a acidofilia representa um progndstico importante de
possivel indutor do processo tumoral.

A presenga de focos acidofilos no péncreas exocrino, em paralelo com a presenga de
basofilia em outras dreas deste tecido, tem sido observado por autores. Estes, na realidade,

sugerem que os focos primarios basofilicos, que estdo presentes em determinadas populagdes
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celulares, ndo estdo relacionados com a carcinogénese pancredtica. Isto indica que a origem do
tumor deve estar relacionada a area que apresentou uma alteragdo de acidofilia, o que pode
equivaler a um aumento no potencial de uma ATPase positiva, presente nestas células acinares
( Bax et al., 1990 ). Analisando-se "a nivel de nucleo, estas caracteristicas iniciais de acidofilia
ou metacromasia apresentadas por alguns animais tratados, podem estar associadas a
alteragdes do DNA, através de mecanismos ligados a alquilagdo, mostrados durante os estudos
feitos por este autor.

Imediatamente apos estes fenomenos, enquanto os ductos e a por¢do endodcrina nio
evidenciavam alterag¢des estruturais, podiamos constatar, neste trabalho de tese, o surgimento
de focos de células acinares, apresentando sofrimento celular, com diferentes processos de
alteragdes, Detectamos modificagdes mna morfologia do citoplasma e também a
descentralizagdo do mnicleo. Estes fatos relatados, vieram confirmar que existem alteragdes
celulares, que sdo consideradas como precoces, e que portanto foram detectadas muito cedo
dentro do periodo pré-neoplasico no tecido pancreéticb.‘/\ partir destas alteragdes, foram
observadas varias modificagdes dos tecidos, as quais presume-se que foram conseqiientes
destas alteragdes € que serdo discutidas em ordem cronologica das suas presengas no tecido.
Estas alteragdes se desenvolveram de forma crescente e paralela as diferentes modificagdes,
indicando que o processo neoplasico evoluiu com a somatoria de todas estas alteragdes
iniciais. A indugdo da carcinogénese associada a processos com estagios multiplos, estudada
nos uitimos anos, tem sido considerada um assunto de grande polémica ( Fearon et al., 1990).

Através das coloragdes apresentadas pelo Tricrdmico de Masson, percebeu-se que bem
no inicio da carcinogénese havia uma leve alteragio do tecido conjuntivo, quando comparado
com os animais normais. Os lobos comegaram a se distanciar, e 1nais tarde os Iébulos e por
finalizar até¢ entre os acinos podia-se observar o tecido conjuntivo, cujas camadas foram se
tornando cada vez mais espessas ( Figs.5 e 6). Estas caracteristicas de transformagio do tecido
poderiam ser utilizadas talvez, como um possivel auxilio na indicagiio do prognoéstico da

carcinogénese pancreatica, devido ao fato de que elas foram marcadamente evidentes durante o
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periodo pré-néop.iésico estudado nesta tese.

A cinética de participagdo do tecido conjuntivo, na realidade esta relacionada ao
aumento crescente do colageno e da possivel participagdo dos fibroblastos, os quais
most{raram aumento em namero ¢ em espessamento do seu citoplasma em diferentes regides,
implicadas no processo de transformagio.

Além do aumento consideravel do colageno, houve um processo continuo de
desorganizagdo estrutural deste, o qual denominamos de fibrose.

A degradagdo do colageno 1V tem sido estudada como um fator importante na invasio
celular do tumor e no processo de metastase (Nakajima et al., 1987 ). Algumas proteinases
favorecem a quebra ou siio capazes de quebrar especificamente o colageno, as quais t€m sido
analisadas por diferentes autores nos estudos das neoplasias(Woolley et al., 1984; Tarin et al.,
1982). Estes mecanismos citados acima podem estar associados a modificagdo do colageno
observada durante os nossos estudos, a qual foi crescente a partir de um certo periodo da
indugfio carcinogénica, conforme evidenciado em nossos resultados. Podemos sugerir que
possivelmente, em paralelo aos outros mecanismos, o proprio organismo utilize este, como um
recurso de desativar a invasio e o processo de metastase destas células em transformagio.

Nas analises histopatologicas da carcinogénese pancreatica em hamster, os laudos
patologicos apresentaram algumas observagdes, as quais foram consideradas importantes
caracteristicas de alteragdes de tecido e portanto, merecedoras de uma maior investigagio
durante este trabalho. O aparecimento de um tecido, com caracteristicas de tecido adiposo
pelas analises patologicas, fol sempre uma indicagdo de mau prognostico nas neoplasias
pancreaticas ( Dr. Loridon-Rosa,B.~ Comunicagdo pessoal). Estas estruturas foram
cuidadosamente investigadas neste trabalho e verificamos existir outro tipo de possibilidade na
formagdo estrutural deste tecido. Na realidade, o sofrimento celular apresentado em focos
finaliza-se com a lesdo do grupo acinar, o qual desaparece do tecido deixando somente o
tectdo conjuntivo que estava situado sob estes grupos acinares. Diante disto, ha um

espagamento entre os fibroblastos, os quais permanecem interligados, formando varios circulos
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vazios( Fig.8). Por diversas vezes foram detectados fibroblastos integros, com estrutura
definida de seus citoplasmas e nicleos, além de observarmos restos de células acinares entre
os espagos do tecido exdcrino. Os desaparecimentos gradativos dos grupos acinares terminam
por apresentar uma area com caracteristicas de processo de invasio de um tecido adiposo.

Em nossos resultados, a hiperplasia dos ductos iniciou-se de forma paralela a todas estas
alteragdes das estruturas do tecido pancreatico. Verificamos que surgiram lesdes de acinos,
frente a evolugdo do tecido conjuntivo e diante do aparecimento do tecido tipo adiposo. Estas
observa¢des ocorreram em paralelo a invasdo de um infiltrado celular mononuclear, definido
por diferentes populagdes do sistema imunologico. Verificamos que a primeira linhagem
celular mais importante quanto a sua participago efetiva, dentro deste modelo, foi o linfocito
"T".

A infilragdo de linfocito "T" se iniciou muite cedo, quando todo o pancreas ainda se
apresentava macro € microscopicamente normal.

Bem no inicio da carcinogénese, a populagio de células mononucleares do tecido
conjuntivo externo ao drgdo, foi sendo meodificada, para se definir com o tempo, com a
presenga de uma maioria de linfocito "T", em praticamente todo o nddulo neo-formado
(Figs.12 e 14). Os linfocitos penetraram no tecido pancreatico pelo estroma, inter ou intra-
l6bulares, através dos capilares neo-formados, ou drenaram do nédulo externo, com migragio
proporcional ao tamanho do nédulo. Rapidamente, estas células se localizaram em torno de
grupos acinares, em diferentes pontos do tecido exécrino, muitas vezes semn ser constatada a
presenga de qualquer aspecto de transformagio neoplasica sofrido por estes grupos acinares.
Devemos ressaltar que estes fendmenos se apresentaram em niunero limitado dentro de uma
grande area do tecido exécrino( Fig 15). Durante este estagio, as células "T" pareciam estar
em contacto intimo com estas células acinares e alguns grupos terminaram por serem

destruidos.
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Foi tambéim possivel verificar, que a nivel das estruturas ductais, ou seja, entre os
pequenos ductos semy aspectos histologicos de transformagdo neoplasica, também estas células
"T" apareceram reprentinamente nestas Aareas . Estes ductos entraram em processo de
hiperplasia e aumentaram cada vez mais este infiltrado, formando verdadeiros adensamentos
celulares nesta regido( Fig.13).

Estes fatos sugerem que o periodo pré-tumoral seja precedido por uma vigilancia
imunolégica, a qual ocorre logo apoés uma transformagéo da célula acinar, onde as células "T"
chegam a apresentar provavelmente uma participagdo efetiva , ou seja : citotoxicidade sobre
as células acinares.

Provavelmente, as células "T" sdo habeis o bastante para destruir as células acinares em
transformagdo, como também sdo capazes de destruir pequenos ductos em transformagio pre-
“ neoplasica. E possivel que alguns ductos ou grupos de acinos se recuperam, superando seu
processo de proliferagdo . Assim, o tecido epitelial dos ductos ou o tecido acinar acabam por
assumir um processo de transformagfio, apesar de estarem sempre em presenga destes
infiltrados e, possiveimenté, sobre a agdo de uma fungio efetora destas células.

Conforme memncionado anteriormente, as células acinares podem também  proliferar
dando origem a pseudo-canais ductais. Estas células, podem ser detectadas dentro destes
canais, muitas vezes porque conservam estruturas histologicas caracteristicas da célula acinar,
tais como granulos de zimogénio no interior de seus citoplasmas. Estas observag8es foram
também verificadas em alguns canais em hiperplasia, durante este trabalho ( Dados ndo
mostrados).

Nos estudos especificos sobre a possivel origem acinar dos tumores pancreaticos,
também tém sido discutidas estas mesinas observagdes apresentadas acima, as quais sdo
sujeitas a analise e interpretagdo em outros modelos da carcinogénese em hamster ( Bockman ,
1981). Entretanto, at€é o momento € considerado um assunto inteiramente polémico,

necessitando portanto de maiores esclarecimentos.
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Segundo as analises no nosso modelo de carcinogénese, o qual foi obtido com um
especifico tratamento carcinogénico nos animais, ndo remarcamos dados suficientes para
especificar qual a origem celular destas transfonnagdes neoplasicas. Podemos sugerir, segundo
os resultados observados, que tanto a célula secretora acinar quanto a célula ductal podem
estar induzindo este processo neoplasico. Entretanto, evidenciou-s¢ a presenga de uma
vigilancia imunoldgica prévia, atuando frente estas duas diferentes populagdes celulares, ou
seja; a célula acinar e a cé¢lula do epitélio ductal.

A cinética da expressdo de antigenos oncofetais, em paralelo a presenca de infiltrados de
linfocitos "T", que se manifestam durante as alteragGes neoplasicas em modelos de tumores do
pancreas exdcrino, sugere que a resposta imune celular pode ser, pelo menos em parte,
mediada pela neo-expressdo destes antigenos, quando os animais sdo submetidos ao mesmo
agente carcinogénico usado neste trabalho. Esta neo-expressio de antigenos tipo oncofetais se
manifesta muito cedo e em win discreto nimero de células acinares, as quais se apresentam em
foco ¢ mostram caracteristicas microscopicas aparentemente normais. Esta cinética da
expressdo destes antigenos foi observada em trabalhos desenvolvidos por nosso grupo (
Eriguchi et al., 1987 ) e por outros grupos de estudo(Réthlin et al., 1992). Possivelmente a
progressdo da infiltragdo destes linfocitos esta cronologicamente relacionada com a expressio
destes antigenos.

Em contraste com a importante participagio de linfocitos no tecido pancreatico em
transformagdo, observada em animais tratados, ndo foi evidente a atuagdo dos linfocitos
pertencentes a cavidade peritoneal, como também os linfocitos da circulaglo periférica. As
populagdes celulares destas duas diferentes regioes dos animais tratados, mostraram pequenas
variagdes quanto ao numero, sem valor significativo durante as analises do periodo pre-
tumoral ( Figs.10 e 11}).

Os linfocitos "B" estavam presentes no tecido pancreatico em transformagdio, os quais

apresentaram-se em  pequenos focos, distribuidos nas areas de inflamagio ou contornando
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os ductos em hiperplasia epitelial{ Fig.18). A sua presenga representa uma importante
- participagdo no sistema de defesa destes tecidos. Possivelmente, esta participagdo esta
relacionada ao processo de resposta tmune evidenciada pela  produgio de anticorpos
especificos aos antigenos tumorais presentes nos microambientes,

Também a populagio de macréfago/mondcito mostrou pequenas variagdes quanto ao seu
numero na cavidade peritoneal dos animais tratados. Estas variagdes ndo corresponderam a
cinética de transformagfo presente no tecido pancreético, ou seja, a sua variagio ndo foi uma
importante observagdo neste trabalho. Enquanto nos tecidos houve um aumento de sua
participagdo, evidenciada através de uma crescente presenga ¢ de imagens de  possiveis
migracio destas células para as areas especificas, em processo de inflamagdo( Dados ndo
mostrados). Na regifo peritoneal, as variagdes quanto a sua presenga ndo fiveram valores
significativos.

Dados da literatura tém demonstrado que a participagdo dos macrofagos nas neoplasias
estd relacionada também aos processos de supressio imunologica, que sdo considerados por
alguns autores como um dos mecanismos responsavel pela anergia do sistema, frente ao
crescimento tumoral( Ting et al., 1980).

Néste estudo, verificamos, portanto, a participagdo efetiva dos macrofogos, mostrando
muitas vezes sua presenga em areas dos nodulos em formagio, durante a evolugdo do periodo
pré-tumoral desta carcinogénese.

Nas analises citoldgicas deste trabalho foi verificado que os mastocitos apresentaram
pequenas variagdes quanto ao numero, na cavidade abdominal de anunais tratados, as quais
ndo corresponderam a importante cinética da sua participagdo no tecido pancreatico pre-
neoplasico. Verificamos que nos tecidos estudados nas diferentes semanas de tratamento,
houve aumento consideravel destas células, concomitante aos processos de hiperplasia ductal.
Estas células foram constantemente observadas em torno dos ductos em transformagido, mas

nunca formando focos, ou seja, apresentaram-se dispersas. Quanto maior a  area



comprometida pela inflamagéo, maior a concentragio dos mastdcitos, como também maior o
processo de degranulagdo observado nestas células( Dados ndo mostrados). Analisando,
posteriormente, os tecidos com adenocarcinomas pancredticos, utilizando-se de um mesmo
sistema de coloragfio, verificamos que os mastocitos apresentaram-se de forma numerosa, com
importante indice de degranulagio e com intensa metacromasia.

O mastdécito € uma célula que esta aumentada quanto ao seu namero em diferentes
tecidos tumorais, e, portanto, tem sido estudada, por diversos autores, em diferentes neoplasias
(Fisher et al., 1965; Farram et al,, 1980; Flynn et al, 1991). Parece-nos que existe uma
correlagdo positiva entre o desenvolvimento de carcinomas e o aumento da concentragdo dos
mastocitos. Esta c€lula € importante como participante do mecanismo da inflamagdo, a qual
atua tanto na sua indugdo, como também no processo de regulagdo deste mecanismo ( Pearce,
1989 ). Entretanto, ainda precisa ser melhor estudada quanto a sua participagio efetiva nos
processos neoplasicos, particularmente nos adenocarcinomas pancreaticos.

No nosso modelo, entre outras participagoes, pode ser que o mastocito também esteja
relacionado com o controle da angiogé€nese,através da sintese e liberagdo para o tecido
pancreatico de heparina, estudada por alguns autores como substiancia importante da inibigio
da angiogénese ( Rosenbaum et al., 1986).

O fendmeno da angiogénese em cdncer foi estudado por diversos autores ( Hockel et al.
,1988: Folkman et al., 1989; Tobelerm 1990; Weidner et al, 19913}, O aumento da
vascularizagdo do tumor o permite crescer, invadir os tecidos ¢ auxilia consideravelmente a
sua atividade metastatica ( Liotta et al., 1991 ). Neste trabalho, durante o periodo pre-tumoral,
observamos uma tmportante angiogénese em todo o tecido pancreatico ( Dados ndo
mostrados). |

Durante o nosso estudo, através das reagdes de imunoperoxidase, detectamos as
imunoglobulinas presentes no tecido pancreatico. Durante a evolugdo do processo tumoral,
houve aumento consideravel do nimero de capilares entre o tecido acinoso, o qual se

intensificou através do periodo do tratamento. Estas observagdes, além de contribuirem na
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definigdo de uma possivel caracteristica importante para um prognéstico de neoplasia, vieram
complementar as nossas analises, relacionando a evolugdo destes fendomenos com o
desenvolvimento do céncer pancreatico exocrino.

O aumento de capilares no pancreas exocrino, o qual é um fendmeno precoce nos nossos
resultados, seria entdo um dos responsaveis pelo aumento de células do sistema imune
drenadas para as areas em transformagéio tumoral. Estas células proveriam principalmente da
circuia@ﬁo, como também seriam possivelmente drenadas dos linfonodos presentes nas areas
do tecido conjuntivo situadas no contorno do pancreas, observadas no inicio do tratamento. A
neo-vascularizagdo, além de conduzir com maior desempenho os nutrientes necessarios ao
crescimento tumoral, favorece o transporte das células "T" e dos anticorpos presentes nos
tecidos em transformagdo. Portanto, neste trabalho parece ser o papel principal da neo-
vascularizagdo, o desempenho de conduzir estas células e anticorpos para as regides em
transformagdo. Possivelmente, as alterag8es precoces nos acinos sio acompanhadas de uma
~liberagdo de antigenos associados a essas alteragdes, sendo estes liberados no meio externo,
induzindo assim uma resposta tmunologica, através das associagles destes eventos. Levados
pelas neo-vascularizagdo, estes antigenos seriam posteriormente reconhecidos pelos linfocitos
"T", os quais possivelmente agrediriam estas células em transformagdo. Nossos resultados
mostram que esta possivel agressdo estava presente antes mesmo que as células acinares
apresentassem alteragOes histologicas( Fig.15). Estas células proliferariam "in situ”, formando
verdadeiros nodulos, drenanam mastocitos, macréfogos e linfocitos "B" para a regido em
processo de inflamagdo.

A presenga das células "B" ou Plamodcito, possivelmente aumentou a produgdo de
anticorpos na regido em processo de transformacgdo neoplasica, os quais se apresentaram
concentrados junto as laminas basais dos ductos em transformacgdo, como também
impregnando o colageno, cuja estrutura também esta aumentada com a carcinogénese.

O colageno tem também, como fungdo bioldgica, o transporte de substancias para os

tecidos. Foi possivel observar que o colageno durante o aumento da sua concentragdo no
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estroma pancreatico, se cobre de anticorpos, o que poderia ser considerado como auxilio
numa resposta efetiva de protegdo aos tecidos em transformagio.

Os aspectos imunologicos da presenga de anticorpos na massa tumoral foram
intensamente estudados durante longa data (Feldman, 1972- Rev., Roberts et al., 1973).
Entretanto, ainda no momento, discute-se qual seria o verdadeiro papel destes anticorpos
localizados nos tumores.

Um dos primneiros estudos de Rosenberg em céncer foi direcionado para obter um
efetivo tratamento de tumores, com diferentes esquemas de soroterapia ( Rosenberg, et al.
1977). Assim, durante anos tentou-se uma estratégia de trabalho em tumores, utilizando-se
anticorpos, porém estes modelos apresentaram-se sem sucesso ( Witz, 1977 ). Apos, a
produgiio de anticorpos monoclonais, tentou-se uma possivel terapia eficaz ( Levy et al,

1983), mas os resultados foram de certa forma desanimadores e, em alguns modelos,
surpreendentes. Alguns tumores foram capazes de se proteger por estes anticorpos e cresceram
exacerbadamente ( Manson , 1991). Em relagio ao que foi descrito acima, podemos admitir
que estes anticorpos presentes nas laminas basais dos ductos em hiperplasia, poderiam ser
responsaveis pelo reconhecimento e cobertura dos epitopos apresentados pelas células em
transformagdo. Isto permitiria o mascaramento dos tecidos alterados e favoreceria o insucesso
geral das imunoterapias.

A presenga de debris celulares nas laminas basais de varios ductos em hiperplasia
indicada na figura 9, poderia estar relacionada a uma interagdo inicial destes anticorpos com a
primeira camada epitelial em processo de alteragio e com a participagio do sistema
complemento. Isto promoveria entdo uma lesdo destas células. Depois, nido sendo mais
possivel a participagdo do sistema complemento, os anticorpos fixados nas proximas camadas
epiteliais ndo seriam capazes de induzir um processo litico sobre estas células. A partir dai se
instalaria o mecanismo de proliferagdo, promovendo um aumento da massa celular em

alteragio.



88

A possivel ndo participagdo efetiva do sistema complemento durante os processos
tumorais, até o presente momento, continua mal esclarecida (Witz, 1977; Manson, 1991).
Assim a presenga de anticorpos "in situ”, mantendo a integridade das células acinares ou
epiteliais discutida aqui neste modelo, pode estar estritamente relacionada a este fendmeno.

Durante a cinética de participagdo do "TIL"(Tumor Infiltrating Lymphocytes), em torno
dos ductos ndo fot possivel uma célula "T" se apresentar em contacto direto com a camada
epitelial, ou mesmo em um estado de agressdo ao ducto em hiperplasia. Duas possibilidades
poderiam estar relacionadas a estes aspectos: Uma primeira seria a grossa barreira de colageno
que se forma na lamina basal a qual impediria o estreito contacto destas células. Logo, estas
celulas seriam entdo incapazes de ter contacto com os antigenos associados ao tumor,
possivelmente expressados nestas camadas epiteliais. Uma segunda possibilidade seria o
mascaramento destes antigenos epiteliais pelo proprio reconhecimento molecular dos
anticorpos especificos presentes nestas areas, impossibilitando que as células "T"
reconhecessem estes mesmos antigenos. Considerando que os antigenos do tipo oncofetais sdo
expressados nas celulas epiteliais durante as neoplasias e nos ductos em transformacéo
(Escribano et al., 1985 ), estes dados poderiam, portanto, explicar porque crescem os
tumores, a despeito da participagdo efetiva do Sistema Imunolégico.

Durante as fases iniciais das transformagdes, os tecidos acinares ndo mostraram
presenga de imunoglobulina nas suas estruturas (Tabela V- item ). Mas, quando deixamos em
contacto ¢ tecido pancreatico com o soro do animal tratado e correspondente, observamos que
as imunoglobulinas reconheciam estruturas nas células acinares e que este reconhecimento
aumentava com a carcinogénese( Tabela V- item 3). Portanto, podemos constatar que na
maioria dos animais ftratados, durante as ultimas semanas do estudo, que os anticorpos
presentes nos soros destes animats apresentaram especificidade a antigenos associados as
células acinares, lamina basal e células epiteliais dos ductos. Estes resultados foram

observados principalmente no tecido acinar com grandes alteragdes. Especialmente nos a
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denomas estava presente um mecanismo de auto-reconhecimento (Fig 22).

O soro dos animais tratados ndo reconheceram estruturas do tecido pancreatico normal
(Tabela 1V). Este dado evidencia que os anticorpos presentes nos soros destes animais  sio
possivelmente dirigidos contra antigenos associados as transformagdes celulares.

Estes fatos sugerem que os antigenos associados ao tecido acinar em transformagio
neoplasica, os quais sdo expressos precocemente, sdo capazes logo no inicio da carcinogénese
de induzir o Sistemna Imune a apresentar uma resposta mediada por células | sendo mais tarde
capazes de induzir uma resposta humoral. Considerando, portanto, que a proliferagio do
epitélio ductal é capaz de se fazer em paralelo a um processo de defesa, tanto celular quanto
humoral. Talvez, o acesso destes anticorpos seja mais importante na membrana basal destes
ductos gragas a presenga da espessa camada de colageno que os contorna. Também, o nivel
humoral da produgdo de imunoglobulinas esta aumentado em geral somente na ultima semana
de tratamento{ Tabela Hl). Talvez neste momento da carcinogénese, passa a ser importante o
processo de defesa pelos anticorpos, como um trabalho efetivo do sistema imunoldgico.

Também a presenga de pequenos focos de células "B", dispersos somente nas areas de
grandes hiperplasias ductais, nos auxilia na interpretagdo de que possivelmente estas células
sdo capazes de produzir anticorpos dirigidos a antigenos expressos nas células dos canais
ductais ou seja, " in situ".

Apesar da atuagdo do sistema complemento em cincer ser um fendmeno mal
esclarecido, talvez possamos sugerir que a participagio do complemento seja bloqueada em
fungdo de todo um complexo de alteragSes sucessivas, que acompanham o processo tumoral.
Diante do que foi exposto anteriormente, os restos celulares ( debris celulares) presentes logo
abaixo da camada epitelial dos ductos em hiperplasia, e também a marcante presenga de
anticorpos  impregnando a ldmina basal( Fig.9 e Fig.18), nos sugere uma possivel

participagdo do sistema complemento, certamente no inicio do processo de defesa.
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A relagdo entre o Sistema Imune e as neoplasias tem sido confirmada atualmente, em
particular pelos estudos dos processos associados a imunodeficiéncias( Vorechovsky et al.,
1990). Evidencia-se esta relagio também através de inameras observagbes de sintomas
clinicos, que muitas vezes desaparecem quando o paciente esta sendo submetido a diferentes
imunoterapias, ora utilizando células linfdides presentes no tecido tumoral, ora utilizando
produtos destas cé€lulas através de uma estratégia de reconhecimento dos antigenos
expressados pelas c€lulas em transformagdo ( Fridman, 1991 ; Wigzell, 1993).

Na hip(’)teSé de uma Resposta Imune mediada por células ou uma Resposta Imune
mediada por anticorpos, as quais podem ser induzidas por antigenos tumorais, através destes
resultados, podemos sugerir que estes mecanismos trabatham em paralelo com os processos de
imunodepressio especifica que ocorremn durante o avango das neoplasias. Simplesmente,
podera haver uma inabilidade dos anticorpos no processo de interagdo com estes antigenos. Ou
entdo uma inabilidade das células imunocompetentes em bloquear a proliferagio dos ductos,
em virtude da presenga da barreira fibrética protetora constituida de colageno, circundando
estes ductos, ou a impossibilidade destas células de ndo conseguir detectar os antigenos
especificos das células em transformagdo, os quais estdo mascarados pelos anticorpos.

Os resultados apresentados e discutidos nesta tese podem contribuir para a compreensio
dos mecanismos responsaveis pela indugdo dos processos neoplasicos, ajudando portanto no
estudo de novas estratégias no tratamento do cincer. Estes dados podem estimular 0s novos
caminhos da imunoterapia, através de uma determinagio simples e precisa: " A Vigilancia
Imunologica representa um mecanismo basico e efetor nos primeiros momentos do processo

neoplasico”.
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A carcinogénese experimental em hamster, induzida por nitrosaminas, é um processo
multifasico dando origem a adenocarcinomas na fase terminal, semelhante a doenga humana.
A resposta humoral e celular neste modelo, levou aos seguintes resultados: Quando os tecidos
sdo tratados com antissoro especifico aos linfocitos "T" de hamster, observamos uma migragio
de células "T" através do tecido exoOcrino em paralelo a neo-vascularizag8o intensa
(angiogénese). Esta migragio foi observada precocemente, antes que pudesse constatar fesdes
nas analises por histologia convencional. Parece que as células em possivel cooperagdo com
outras células imunocompetentes, foram capazes de atacar ou destruir as acinares sem
alteragdes morfologicas evidentes, ao lado de canais hiperplasicos correspondentes as lesdes
pré-neoplasicas. Entretanto, ndo foi observado linfocitos "T" em contacto direto com os canais
em hiperplasia epitelial.

Ao longo da carcinogénese observamos um aumento progressivo da sintese de
imunoglobulinas circulantes. Esta foi mmedida pelo método semi-quantitativo "dot-blot”,
utilizando antissoro anti-IgG total de hamster. O método da imunoperoxidase indireta nos
cortes histologicos, mostrou a presenga de auto-anticorpos dirigidos provavelmente contra neo-
antigenos , que surgiram em consequéncia das lesdes induzidas.

Estes auto-anticorpos foram localizados mnicialmente nas células acinares , em seguida
nos canais em hiperplasia. Entretanto, os canais tumorais mostraram-se negativos para
presenga de auto-anticorpos

Nossos resultados indicam que: 1 - Ha wma resposta imunologica do tipo humoral ¢
celular 2 medida que o processo de transformagdo progride. 2 - O sistema imunologico
participa provavelmente de uma maneira ativa, durante o periodo pré-neoplasico. 3 - A fase
terminal da transformagio escapa a vigildncia imunologica.

Podemos colocar como razdo possivel desta resisténcia; um mascaramento ou uma
regressdo dos neo-antigenos, uma impermeabilizagio as células imunocompetentes, através de
uma barreira de fibrose geralmente contornando adenocarcinomas. Todos estes fenomenos

foram também descritos em cancer humano.
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Xt - SUMMARY
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Experimental carcinogenesis in hamster, induced by nitrosamines, is a multiphasic
processus ultimatly leading to adenocarcinomas closely ressembling the human illness. A
follow-up of humoral and cellular imimuneresponses in this model allowed the following
results: When tissues were processed with an antiserum specifc for hamster T-lymphocytes,
we observed a migration of T-cells througth the exocrine tissue concomitant with abundant
neovascularitation (angiogenis). Migration occurred far before lesions could be noticed by
conventional histology. Apparently, these cells, in possible cooperatin  with other
immunocompetent cells, were able to attack or destroy acini with no signifiant morphological
alterations as well as hyperplasic ducts which are prencoplasic lesions. T-lynphocytes in
neoplasic ducts were, on the contrary, not observed.

Along the carcinogenesis there also was an increase in immunoglobuline synthesis in
blood-circulation This was evaluated by semiquantitative nitrocellulose immuno "dot blot"
using anti-whole Ig antiserum. Indirect immunoperoxidase in the tissue sections showed
presence of autoantibodies directed against neoantigens appearing as a consequence of the
induced lesions. Autoantibodies progressively increased and were located first in acini then in
hyperplasic duct. By contrast, tumor ducts were negative for the presence of autoantibodies.

Our results indicate: 1- Existence of a progressive immuneresponse, both humoral and
cellular, along the transfonmation. 2- A possible immunesurveillance during the preneoplasic
period. 3- A scape to immun-system in the terminal stage.

Possible reasons for the scape could be: masking or regression of neoantigens, cell
impermeabilisation thanks to the fibrous barrier that generally surround ductal carcinomas. All

these phenomena have been also documented in human cancer.
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La carcinogenése expérimentale chez le hamster, induite par des nitrosamines, est un
processus multiphasique dont les adénocarcinomes de la phase terminal ressemblent a la
maladie humaine. Le suivi des réponses humoral et cellulaire dans ce modéle, a conduit aux
résultats suivants: Lorsque les tissus sont traité avec un antisérum spécifique pour les
lymphocytes T de hamster, nous avons observé une migration de cellules T a travers le tissu
exocrine en paralléle avec une néovascularisation abondante (angiogenesis). La migration était
observée bien avant que de lésions puissent étre observées par I'histologie conventionelle. En
apparence, ces cellules en coopération possible avec autres cellules immunocompétentes,
étaient capables d'attaquer ou detruire des acini sans des altérations morphologiques évidentes,
ainsi que des canaux hyperplasiques qui sont des Iésions prenéoplasiques. Cependant nous
‘n'avons pas observé des lymphocytes T associés aux canaux tumoraux.

Tout éu long de la carcinogenése nous avons observé également une augmentation
_ progressive de la synthése des immunoglobulines circulantes. Ceci a €té mesuré par
semi{iuantitatif "dot-blot” utilisant un antisérum anti-lg totales de hamster. La méthode
d'immunoperoxidase indirecte dans des coupes tissulaire, a montré la présence d'autoanticorps
dirigés probablement contre de néoantigens apparaissant comme conséquence des lésion
induites. Ces autoanticorps étaient localisés d'abord dans les acinis dans les canaux
hyperplasiques. Par contrast les canaux tumoraux ont été négatifs pour la présence
d'autoanticorps.

Nos résultats indiquent que : I- Hl v a une réponse immunologique a la fois humorale et
cellulaire a mesure que le processus de tranformation progresse. 2- Le systéme immunologique
participe probablement d'une manicre active pendant la période pré-néoplasique. 3- La phase
terminale de la transformation échappe a 1a surveillance immunologique.

On peut invoquer comme raisons possible de cette résistence; un masquage ou une
régression des néoantigenes, une impermeéabilisation aux celules immunecompétents par le fait
de la barriére fibreuse qui généralement entoure l'adénocarcioma. Tous ces phénoménes ont

été aussi décris dans le cancer humain.
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