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Resumo

A gravidez gera modificagdes no organismo materno para a implantagao do blastocisto, que sdo
provocadas por horménios como estradiol e progesterona. O tempo e curso de gravidez dependem
da unidade materno / fetal, a placenta, que é o érgéo responsavel pela trocas entre mae e feto, além
de secretar varios hormoénios, dentre eles prolactina, estrégenos e progesterona. Quando a gravidez
encontra-se associada ao desenvolvimento tumoral, situagéo de intensa multiplicag&o celular, podem
ocorrer disfungdes no desenvolvimento embrionario. Os horménios sexuais e a prolactina tém suas
concentragbes alteradas durante a gravidez, para que a mesma transcorra corretamente e, além
disso, esses hormonios podem interagir com células do sistema imune. A ac¢do do desenvolvimento
tumoral, por sua vez, também é responséavel pela elevagéo, ainda maior, na quantidade de citocinas
presentes no organismo. Dessa forma, no presente trabalho, avaliou-se a influéncia do cancer na
regulagcdo dos horménios necessarios a gravidez, bem como no desenvolvimento placentario, uma
vez que citocinas presentes no liquido ascitico de animais portadores do carcinossarcoma de Walker
256 afetariam o curso normal da prenhez em ratas. Este trabalho foi realizado através da analise de 3
grupos experimentais (ratas prenhes controle, portadoras de tumor ou inoculadas com liquido
ascitico), em relagdo a aspectos de morfometria placentaria, concentragdes hormonais (estrégeno,
progesterona e prolactina), imunohistoquimica e expressao protéica para os receptores placentarios
de estrégeno e progesterona, além dos processos de sintese e degradacdo protéica e biossintese
dos horménios placentarios. Através da analise dos animais inoculados diariamente com liquido
ascitico, pudemos comprovar que os fatores presentes no liquido ascitico seriam, entdo, os maiores
responsaveis pela alteracdo anormal de alguns hormoénios durante a gravidez. Neste grupo,
verificamos desbalango hormonal semelhante ao observado no grupo Tumor €, além disso, quando
comparado ao grupo Controle, apresentava fetos com peso reduzido, alteragdes morfologicas, de
sintese e alteragdes na expresséo de receptores de estrégeno e progesterona. Como 0s animais
inoculados diariamente com liquido ascitico ndo eram hospedeiros tumorais e, portanto, ndo sofriam
competicdo nutricional entre feto e as células tumorais, pudemos observar a agdo de efeitos diretos
ou indiretos dos fatores produzidos pelo tecido hospedeiro e/ou células tumorais, causando redugéo
do numero de células trofoblasticas gigantes e das camadas decidual e labirinto-trofoblastica, além de
menor expressao protéica dos receptores de estrogeno e progesterona placentario, como redugéo do
peso fetal. Portanto, concluimos que moléculas efetoras provenientes do sistema imunologico
hospedeiro ou produzidas pelas células tumorais s&o capazes de alterar o curso normal da gravidez,

trazendo prejuizos ao desenvolvimento placentério e, por conseguinte, fetal.
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Abstract

Pregnancy causes several modifications in the maternal organism for the blastocistic
implantation that are made by hormonal action, as oestradiol and progesterone. The pregnancy
progress depends on the placenta, maternal / foetal unit, which exchanges nutrients, gas and
substances between mother and foetus, and can produce a variety of hormones, like prolactin,
oestrogen and progesterone. The association between pregnancy and tumoral growth, two situations
that involve intense cell multiplication, can be extremely harmful for the foetus development. Sex
hormones and prolactin have their concentrations modified during normal gestational progress and
can also interact and modulate many physiological functions, as well as immune cells. In turn, tumour
growth can raise body cytokines that may influence the hormones necessary to pregnancy and
placenta development. In this work we analyzed 3 experimental groups (Control - pregnant rats
without tumour, Tumour - pregnant tumour-bearing rats and Ascitic — pregnant rats inoculated with
ascitic fluid daily) evaluating the placental morphometry, serum hormonal concentration (oestrogen,
progesterone and prolactin), immunohistochemistry, protein expression of the placental oestrogen and
progesterone receptors, and also measurements of in vitro assays of protein synthesis and
degradation and placenta’s hormonal biosynthesis. Tumour group animals presented, when compared
to the Control group, low foetus weight, molecular and morphological placenta alterations and
abnormal pregnancy hormone variation (decrease in progesterone levels and increase in prolactin and
oestrogen content). Animals of the ascitic fluid group also showed similar abnormal variation of these
hormones in the pregnancy as observed in the Tumour group, indicating that some factors contained
in the ascitic fluid could be the greatest responsible for these alterations. Moreover, when compared to
the Control group, the ascitic fluid group also presented low foetus weight and molecular and
morphological placenta alterations. Since the ascitic fluid group was not tumour host and, therefore,
have no nutritional competition between foetus and tumoral cells, the results allowed to observe the
direct and/or indirect effects of the factors produced by the host tissue or tumoral cells. These effects
included reduction of trophoblastic giants cells and decidual and trophoblastic layers, less placental
and foetal oestrogen and progesterone receptor protein expression and reduced foetal weight. We
concluded that humoral effectors from hosts immune system or produced by the tumour cells are able
to cause pathological conditions and, during pregnancy, can also cause damages to the placental and

foetal development.



1. Introducao

O céancer é a causa morte mais importante depois das patologias cardiovasculares.
No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA — Ministério da Saude, Brasil), apontam para a ocorréncia de cerca de 466.730
novos casos de cancer, sendo que 234.870 s&o esperados para sexo feminino. Os tipos
mais incidentes para as mulheres sdo os canceres de mama (49 mil) e de colo do utero
(19 mil). Neoplasias, em geral sdo de dificil controle e tratamento, envolvendo varias
alteracdes bioquimicas e metabdlicas, proporcionando, ao hospedeiro, desgaste das
reservas energéticas e, principalmente, da massa estrutural - massa corpérea magra.
Essas alterages fisiopatolégicas culminam em menor qualidade de vida e, muitas vezes,

com reducgéo do tempo de sobrevida.

Por outro lado, a prevaléncia de cancer durante a gravidez é rara, sendo que 3%
dos carcinomas do colo sdo diagnosticados durante a gravidez e apenas 0,5% das
gravidezes estdo associadas a esse tipo de céancer (Van der Vange et al., 1995); por
outro lado, o cancer de mama representa a neoplasia mais freqllente em gestantes
(Bottles & Taylor, 1985), apresentando freqiiéncia de 0,2 a 3,8% de todos os canceres
que ocorrem durante a gravidez. No Brasil, encontramos freqiiéncias que variam entre 1,6
a 2,1% (Petti et al., 1989), sendo estimada em uma para cada 3000 gestacdes pela
literatura mundial (Peters & Meakin, 1965; Loibl et al, 2006).

Atualmente, ainda ha poucos estudos, quanto a influéncia da gravidez sobre o
cancer e vice versa. Publicagbes recentes apontam para o efeito protetor da gestacédo
contra o cancer, porém ha outros autores que relatam a gravidade dessa associacao,
acelerando o crescimento e evolugdo da neoplasia. Além disso, alguns autores apontam
para a dificuldade de diagnéstico precoce do tumor em mulheres gravidas. Zemlicks et al
(1992) verificaram que pacientes com cancer de mama associado a gravidez
apresentaram diagnéstico de estadio mais avangado e maior incidéncia de metastases a
distancia comparadas as controles ndo gestantes. King et al (1985) verificaram tumores

em estadios mais avangados quando as pacientes eram gravidas.

Ressalta-se ainda que as pacientes gravidas com cancer descobrem a existéncia
da doenga quando esta ja se encontra em estagio avancado, devido ao atraso no
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diagnostico ou porque as alteragdes hormonais e fisioldgicas da gravidez resultam em

doengas mais agressivas.

As alterac¢des enddcrinas que ocorrem na gravidez associada ao desenvolvimento
de um tumor, envolvem adaptagbes fisiolégicas no organismo materno, centrada

basicamente na unidade materno / fetal, a placenta, mas ainda s&o pouco estudadas.

Estudos experimentais aventam a hipétese para o efeito promotor dos estrogenos
sobre o cancer e a influéncia da progesterona sobre o cancer de mama é incerta. Por
outro lado, n&o ha evidéncias clinicas sobre a prolactina e sua acdo carcinogénica em
pacientes, porém em estudos experimentais, alguns autores apontam para o efeito

estimulatério de crescimento do cancer mamario em camundongas.

Assim, o aumento da progresséo neoplasica em funcdo da complexa alteracédo da
homeostasia hormonal imposta pela gravidez, infere a importdncia do conhecimento e
estudo do desenvolvimento tumoral em fungéo do estimulo hormonal e/ou alteragdes dos
produtos secretados pelo tumor (liquido ascitico), induzindo mudangas importantes no
curso da gravidez e do bem estar da unidade materno / fetal. Assim, a determinacéo das
alteracdes hormonais, bem como os fatores bioquimicos e moleculares envolvidos na
associacdo entre gravidez e cancer sdo importantes e necessarios para novas

perspectivas terapéuticas.

1.1. Cancer:

O cancer ou tumor, também chamado de neoplasia, caracteriza-se pela
proliferacédo desordenada das células de determinado tecido, derivadas de uma célula
inicial que sofreu diferenciacdo anormal, apresentando crescimento desordenado com
invasdo dos tecidos ou 6rgdos, adjacentes ou nao (Argiles et al., 1990; Baggeto, 1992;
Chen-Zion et al., 1992). Neste caso, formam-se as metastases, pela migragéo dessas
células neoplasicas através do sistema circulatorio e linfatico, desenvolvendo os centros
secundarios tumorais, além de alteragdes estruturais de componentes celulares, as

anaplasias (Beremblum, 1970).
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Inversamente relacionada ao grau de diferenciagéo celular, a taxa de proliferagéo
celular dos tumores malignos tende a ser mais acelerada e agressiva. Portanto, para que
essas células possam atingir esse estdgio anormal de proliferagéo, alteracdes
metabdlicas s&o necessarias. Todas as alteragbes, mesmo as geneéticas, s&o
influenciadas por horménios (Da Poian & Carvalho-Alves, 2002). Por isso, torna-se
relevante o estudo da influéncia de alguns hormdnios no desenvolvimento de
determinados tipos de cancer.

O carcinossarcoma de Walker 256, frequentemente utilizado em casos
experimentais de estudos do céncer, tem origem espontanea de glandula mamaria de rata
(Earle, 1935) e alto poder de metastase por via linfatica e hematogénica (lwama de
Matos, 1980), além de ser extremamente invasivo e agressivo. Seu rapido crescimento
gera diversos sintomas, em ratos, que também s&o descritos em casos de cancer
humano, como caquexia, anorexia, perda de peso, fraqueza e aumento do catabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos (Fernandes et al., 1990, Tisdale, 2003; Ventrucci et
al., 2004), além de reduzir os niveis de glicose sanglinea (El Razi et al., 1996) e
proteinas (Guantani, 1993; Villa et al., 1992).

1.2. Gravidez:

A gravidez é outra situacdo que envolve intensa multiplicacdo celular. Apos o
encontro e fusdo dos pré-nucleos gaméticos, que originam o embrido e posteriormente o
feto, ha intensa diviséo, diferenciacdo e crescimento celular (Pedersen, 1988). O utero
materno sofre profundas modificacdes para a implantagéo do blastocisto e subseqiente
formagdo da decidua, que notavelmente origina-se da proliferacéo e diferenciagdo das
celulas endometriais (Tressier et al., 2000).

A implantacédo do blastocisto e formacao da decidua ocorrem devido a ac¢édo da
progesterona. Por sua vez, o estradiol € importante para o inicio da ligacdo do blastocisto
no Utero previamente preparado pela progesterona (Wu & Meyer, 1970) e para 0 maximo
crescimento da decidua (Yochim & De Feo, 1962).
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Dentre as complicac¢des clinicas que podem ocorrer durante a gravidez, o cancer
promove importantes efeitos pela sua coexisténcia com essa outra complexa condi¢édo
metabdlica, do que pela sua incidéncia. A ocorréncia de neoplasia durante a prenhez, em
roedores, causa redug¢é@o no numero de fetos por fémea, promove redugéo no peso fetal e
na quantidade de proteinas do mesmo, além de causar aumento no numero de
reabsorcdes fetais (Gomes-Marcondes et al., 1998). Por outro lado, a lactacédo
associada a neoplasia também pode ter efeito desfavoravel, promovendo o
desenvolvimento e aumento do numero de metastases (Banks, 1985).

O tempo e curso da gravidez dependem da unidade materno / fetal. A placenta,
orgao de troca formado tanto por tecidos fetais (cérion viloso) quanto maternos (decidua
basal), tem principal fungcédo de permitir a difusdo de substancias alimentares e oxigénio
do sangue da mae para o feto e a difusdo da excrecdo e CO, do feto para a mée. Essa
troca ocorre na barreira presente no labirinto trofoblasto (Lopes, 1992) e seu arranjo
celular e organizacgéao propria podem suportar o fluxo bioquimico e nutricional, responsavel
pela ligacdo entre a mae e o feto, e bem estar do seu desenvolvimento (Yen, 1994;
Bevilacqua & Abrahansohn, 1994). A placenta secreta estrogenos, progesterona e
lactogénio placentario (HPL), dentre outro horménios, que preparam o organismo para a
intensa mobilizagdo dos nutrientes endégenos no final da gestagéo (Metcalfe, 1988).

O crescimento placentario em ratas é caracterizado pela proliferagéo de células e
sintese protéica, no inicio da gestacé@o (Ogle et al., 1989), hipertrofia e diferenciacdo
celular, aumento do deposito de glicogénio celular e sintese de horménio lactogénico
pelas células do labirinto, no periodo transicional de gestacdo (Jollie, 1964; Soares,
1987). No final da gestacdo em ratas, a placenta permite, basicamente, trocas de
nutrientes e produtos metabodlicos entre os compartimentos materno e fetal (Rosso,
1975). Essas mudancas sdo produzidas pela progesterona e pelo baixo nivel de

estrogeno, necessarios para manter a gravidez normal (Gomes-Marcondes et al., 1998).

O implante tumoral, durante a gravidez, causa reducdo do peso placentario, bem
como de seu conteudo protéico. Esse fato pode refletir em alteragdes teciduais que
poderiam até mesmo alterar o balanco hormonal responsavel pela manutencdo da
gravidez, levando a reabsorgcdo fetal e aumentando a produgdo de substancias que

causariam a proteélise da placenta e feto (Gomes-Marcondes et al., 1998).
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Roedoras acometidas de neoplasia tém reducéo significativa no tamanho e peso
da placenta e feto, além de grande quantidade de hemorragia e edemas no tecido
placentario, que podem diminuir as trocas de nutrientes entre mae e feto (Toledo &

Gomes-Marcondes, 1999).

1.3. Prolactina (PRL):

Prolactina (PRL) foi originalmente identificada como horménio neuroenddécrino de
origem pituitaria. A PRL pituitaria € um peptideo de 198 aminoacidos e peso molecular de
23.5 kDa (Riddle & Braucher, 1931), membro da familia de hemopoietina / citocinas
(Bazan, 1989) e pode regular a resposta imunoldgica celular ou humoral através de seus
receptores nas células imune (Spangelo et al., 1985; Spangelo et al., 1987; Freeman et
al., 2000 e Dardenne et al., 1994). Estudos in vivo e in vitro sugerem que prolactina tem
propriedades imunoestimuladoras (Yu-Lee,1997; Kooijman et al., 1996; Dogusan et al.,
2001 e Matera et al., 2001), pode atuar como fator mimetizante de interleucina - fator de
crescimento autocrino (IL-2), além de atuar em paralelo com esse fator (Matera, 1996).
Ratos hipofisectomizados apresentam clara imunossupressdo, que pode ser
reestabelecida com a administracdo de PRL (Berczi et al., 1981 e Berczi & Nagy, 1991).

Esse hormdnio tem suas principais fun¢des relacionadas ao desenvolvimento das
mamas, a producdo de leite, além de promover a formagé&o do corpo luteo (Astwood,
1941). Também € necessario para a manutengcdo da gravidez e inibicdo da ovulagao.
Grande numero de agfes biolégicas associadas a prolactina deriva de sua agéo
combinada com outros horménios pituitarios (Clevenger et al., 2003).

A producéo local, ou seja, ndo pituitaria de prolactina foi descoberta em roedores
por Mershon e colaboradores (1995). Animais hipofisectomizados podem produzir cerca
de 20% da prolactina ativa na circulagédo, podendo chegar a 50% do nivel normal com o
passar do tempo, sugerindo que, em algumas circunstancias, a PRL extrapituitaria pode
compensar a auséncia da pituitaria (Nagy & Berczi, 1991). Hoje, sabe-se que a prolactina
local pode agir sobre a mesma célula que a produziu (ag¢éo autécrina) ou nas células
adjacentes do tecido onde foi produzida (ag&o paracrina). Também é importante notar que
a sintese e secrecdo de prolactina, ainda parcialmente entendida, sdo multifatoriais
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envolvendo regulagéo positiva e negativa, ocorrendo no epitélio mamario de mulheres
(gravidas e ndo gravidas) e observada durante a prenhez em roedores adultos
(Clevenger et al., 2003).

Além do epitélio mamario, a prolactina extrapituitaria pode ser encontrada na
decidua, glandula lacrimal, timo, baco, linfécitos circulantes, células linféides da medula
6ssea e glandula sudoripara, além de porgdes liquidas, como plasma sanguineo, fluido
cérebro-espinal, liquido amnioético, lagrima, leite, fluido folicular e suor (Ben-Jonathan et
al., 1996). Usando-se 0os mecanismos autécrinos ou paracrinos € possivel ativar as a¢des
da PRL sem afetar a concentragdo do hormdnio circulante (Bole-Feysot et al., 1998).

A participagéo da prolactina no desenvolvimento de neoplasias € historicamente
controversa. Nos primeiros estudos realizados com prolactina, considerava-se que esta
contribuia significativamente no desenvolvimento da patologia e progressdo de tumores
em roedores, principais modelos para o estudo do cancer (Harvey, 2005). O
desenvolvimento tumoral em roedores poderia ser realizado pela elevacdo da
concentragao sérica de prolactina através da administracdo de antagonistas de dopamina.
A utilizag&o de bromocriptina, agonista de dopamina / inibidor de prolactina, promovia, nos
animais, profilaxia contra carcinomas insipientes ou, a longo prazo, a cura de carcinomas
ja estabelecidos (Welsch & Nagasawa, 1977; Welsch, 1973). Porém, a triagem
farmacoldgica em pacientes portadores de carcinoma mamario, feita na década de 80,
mostrou-se ineficiente no tratamento da doenga apés a administracdo de drogas
agonistas de dopamina, que reduzem a prolactina sérica circulante (Fritze et al., 1986;
Bonneterre et al., 1988; Holtcamp & Nagel, 1988). Estes resultados reforgcaram a tese
de que né&o haveria relevancia clinica entre hiperprolactinemia e desenvolvimento do

cancer de mama (Holtcamp et al., 1984; Wang et al., 1986).

Hoje, sabe-se que a falha no uso das drogas agonistas de dopamina ocorria
devido ao fato destas promoverem apenas a inibicdo da prolactina pituitaria, enquanto
aquela produzida pelas proprias células cancerosas permanecia fora de controle (Goffin
et al, 1999, 2002; Bhatavdekar et al., 2000), ja que a PRL é capaz de sensibilizar a
resposta de certos tecidos, aumentando o numero de receptores especificos (PRLR),
representando o primeiro passo no processo da transdugdo de sinal desse horménio
(Kelly et al., 1991).
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Atualmente, considera-se que a prolactina esta associada com o crescimento e
desenvolvimento do cancer de mama humano. Nas células tumorais, a prolactina age
como mitégeno, promovendo sua divisdo (Vonderhaar, 1989; Das & Vonderhaar, 1997;
Vonderhaar, 1998), estimulando o crescimento e a motilidade, protegendo essas células
da apoptose (Perks at al., 2004), causando seu aumento e invasdo no estroma dos
tecidos vizinhos (Clevenger, 2003), além de aumentar o numero de células na fase S
(Rose-Hellekant et al., 2003).

Mulheres com hiperprolactinemia, quando acometidas por carcinoma mamario,
estdo mais sujeitas a ocorréncia de metastases, podendo acontecer num periodo de
tempo menor do que em mulheres com nivel de prolactina normal (Mujagic & Mujagic,
2004), além disso, pode também haver menor tempo para recorréncia do tumor e maior
mortalidade (Hotlcamp et al, 1984; Wang et al., 1986). A prolactina pode também ativar
linfocitos B malignos (Walker et al., 1995), células linféides (Gout et al., 1980) e induzir a

proliferagéo de promielécitos (Nishiguchi et al., 1993).

O periodo de amamentacgéo é considerado profilatico na prevencéo do cancer de
mama, porém, paradoxalmente, nesse periodo, ha o aumento temporario do nivel de
prolactina. Uma possivel explicacdo para essa discrepancia seria que a gravidez esté
associada ao decréscimo no tempo de vida da prolactina (Clevenger, 2003) e este fator
pode se sobrepor ao aumento hormonal. Outra explicacdo diz que o efeito da prolactina
durante a amamentacgéo pode diferir de seu efeito em outras fases da vida reprodutiva da
mulher, p.e., pode levar ao término da diferenciacédo celular durante a lactagdo, mas nao
em outros periodos (Tworoger et al., 2004).

1.4. Estrégenos e Progestinas:

Estrogenos e progestinas, ester6ides ovarianos, S&8o0 responsaveis,

respectivamente, pela proliferacéo e crescimento de células relacionadas a vérios tecidos

e preparacéo do utero para a gravidez e das mamas para amamentacao (Guyton & Hall,
1998).
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No inicio da gravidez, o sinciciotrofoblasto (por¢cdo fetal da placenta) produz
gonadotrofina coridnica e este hormdnio estimula a producéo inicial de estrégeno e
progesterona pelo corpo luteo. Esses hormdnios difundem-se muito precocemente ao
sangue materno e sua producgdo pela placenta aumenta gradativamente ao longo da
gravidez (Garcia & Frenandez, 2001).

Os receptores de progesterona, PR-A e PR-B, sdo produtos do mesmo gene
transcritos sob o controle de dois promotores distintos (Mulac-Jericevic et al., 2000 e
Mulac-Jericevic et al., 2003). PR-A e PR-B possuem diferentes isoformas, sendo que
PR-B contém uma cauda N-terminal adicional de aproximadamente 165 aminoéacidos. A
expressdo espacial e temporal de PR-A e PR-B varia de acordo com os tecidos
reprodutivos, de acordo com o desenvolvimento e estado hormonal, bem como
carcinogénese. A ativacdo de PR-A pela progesterona é necessaria e suficiente para o
estabelecimento da gravidez. Em contraste, a inducdo da ativagéo transcricional de PR-B
pela progesterona é insuficiente para a implantagédo e manutencao da gravidez (Arck et
al., 2007).

Os dois tipos de receptores de estrogenos, ERa e ERpB, tém alto grau de
homologia apesar de serem produtos de genes distintos (Kuiper et al., 1996) e sua
expressao relativa varia consideravelmente de acordo com o tecido ou tipo celular. ERa,
por exemplo, tem amplo espectro de expresséo, enquanto Erf apresenta padrao restrito,
com niveis altos encontrados apenas no ovario, prostata, pulmao, epididimo e hipotalamo
(Kuiper et al., 1997 e Couse et al., 1997).

1.5. Interacao Prolactina / Receptores de Estrégeno:

A prolactina pode funcionar como regulador positivo de receptor de estrogeno,
estimulando o estradiol a agir positivamente no crescimento de células derivadas de
tumor mamario (Kilic et al.,, 1998). A prolactina estd mais relacionada a tumores
invasivos, particularmente aqueles cujas células séo receptor de estrogeno positivo /
receptor de progesterona positivo e receptor de estrégeno positivo / receptor de

progesterona negativo (Tworoger, 2004).
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Alguns estudos, porém nem todos, reportam que os receptores de estrogeno e de
prolactina sdo coexpressos (Gill et al., 2001; Ormandy et al., 1997; Murphy et al., 1984;
Bonneterre et al., 1982 e Bonneterre et al.,1986; Reynolds et al., 1997; Waseda et al.,
1985; De Placido et al., 1990; Ben-David et al., 1988). As diferencas observadas entre
esses estudos seriam, entdo, devido aos diferentes métodos de deteccéo da prolactina.
Portanto, a coexpresséo de receptores de receptores de estrogeno e prolactina ainda néo

é clara.

Rose-Hellekant et al. (2003) relatou que camundongos transgénicos, com
expressao constante de prolactina, desenvolvem tanto tumores ER+ quanto ER-, apesar
de tumores receptor de estrogeno negativos serem extremamente raros em
camundongos. Sabendo-se que a exposicdo a prolactina durante longos periodos pode
aumentar a expressédo de ER (Gutzman et al., 2004 e Ormandy et al., 1997), infere-se,
entdo, que a prolactina pode ser importante no desenvolvimento de tumores ER+. A
concentracdo de prolactina &, portanto, importante no prognéstico de carcinoma mamario,

independente da concentragéo de estrégeno (Tworoger, 2004).
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2. Objetivos

Pelo exposto na literatura pertinente, a determinagéo das alteragdes hormonais
bem como os fatores bioquimicos e moleculares envolvidos na associa¢do entre gravidez
e cancer tornam-se necessarios para perspectivas de novos procedimentos terapéuticos.
Desse modo, no presente trabalho avaliou-se ratas prenhes portadoras do
carcinossarcoma de Walker 256 e ratas prenhes tratadas diariamente com liquido ascitico
(liquido proveniente de animais com tumor de Walker, contendo apenas fatores e
citocinas produzidas pelas células do hospedeiro e / ou tumorais) comparando-as com
ratas prenhes controles, objetivando-se:

. Verificar a relacdo entre o numero e peso dos fetos e o peso das respectivas

placentas dos grupos controle, ascite e tumor;

. Determinar o perfil hormonal relativo a variacdo de progesterona, estrégeno e
prolactina em ratas prenhes dos grupos controle, portadoras de tumor e
inoculadas com liquido ascitico, através da andlise do sangue coletado no ultimo
dia de gravidez;

. Avaliar o processo de sintese de progesterona e estrégeno por células de
placenta, em cultura, nos grupos controle (gravidas sem tumor), gravidas com

tumor e gravidas injetadas com liquido ascitico;

. Analisar a sintese protéica em tecido placentario, in vivo, € em cultura de células
de placenta, in vitro, provenientes de ratas controles, com tumor e injetadas com

liquido ascitico;

. Verificar a interacédo / resposta dos receptores ao estrégeno e a progesterona
através de imunohistoquimica de receptores de estrégeno e progesterona em

tecido placentario de ratas controle, com tumor e com liquido ascitico;

. Analisar a interferéncias da citocinas e mediadores cataboélicos presentes no
liquido ascitico na regulagdo hormonal da gravidez, bem como sua influéncia no

desenvolvimento placentario e fetal.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais:

Foram analisadas aproximadamente 70 ratas Wistar adultas, com 90 / 100 dias de
idade e peso corporal médio de 185 +/- 10g, provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biologica da Unicamp (Cemib). Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratério de Nutricdo e Cancer do Departamento de Fisiologia e Biofisica, no Instituto
de Biologia, em gaiolas coletivas, com controle da temperatura ambiente (22 +/- 2T) e
ciclo claro-escuro (12/12 horas). Também receberam dieta semipurificada (18% de
proteina, 63% de carboidrato, 7% de gordura e 5% de fibras (Reeves et al., 1993)) e agua
ad libitum.

3.2. Cruzamento:

As fémeas foram aleatoriamente mantidas overnight com machos, seguindo o
sistema de harém descrito por Baker (1991), 4 fémeas e 1 macho por gaiola. O primeiro
dia de gravidez foi definido quando detectou-se a presenca de espermatozoéides no
esfregaco vaginal. As fémeas gravidas foram, entéo, distribuidas em 3 diferentes grupos:
Controle (C; gravidas sem tumor), gravidas com tumor sélido (W) e gravidas com liquido

ascitico (A).

3.3. Implante do tumor:

Neste trabalho foram utilizadas células neoplasicas obtidas do Carcinossarcoma
de Walker 256, provenientes da linhagem do Banco de Tumores Christ Hospital Line,
Arthur D. Little, EUA. As células do carcinossarcoma foram mantidas in vivo, a cada 7

dias, apos a inoculagédo na cavidade abdominal de ratos machos.
Apo6s o periodo de aproximadamente 6 dias, o liquido ascitico formado pelo

desenvolvimento neoplasico, foi retirado e centrifugado e as células que se depositaram,

apos centrifugacdo, foram ressuspensas em solugédo fisiolégica (NaCl 0,9%) colocadas
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em gelo sob agitacdo lenta. O numero de células vidveis da suspenséo
(aproximadamente 0,25 x 10° em 0,5 mL de solugéo salina) foi avaliado pelo método de
exclusdo com azul de Tripan e 0,2 mL e injetado subcutaneamente no flanco de ratas
(grupo W), sem anestesia, a partir do segundo dia de prenhez. O sobrenadante do liquido
ascitico centrifugado (liquido ascitico sem os componentes celulares) foi guardado em
freezer a —20C, para posterior inoculacdo no grupo A, fémeas gravidas com ascite
(Gomes-Marcondes et al., 1998). O grupo C recebeu inoculagdo de NaCl (0,9%) no

subcuténeo da regido do flanco para simulagdo do grupo W.

A partir do 9°dia do experimento (data que corresp onde ao momento em que o
tumor tornou-se palpavel nos animais inoculados com céancer), o grupo A recebeu
inoculagdo diaria de 2,0 ml de liquido ascitico, via intraperitonial até 20° dia de

experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados entre 8h e 10h, 18 dias
apoés o implante do tumor, correspondendo ao 20° dia de gravidez. O tratamento de todos
0s animais e em especial dos animais portadores de tumor estdo de acordo com o comité
internacional de pesquisa em cancer (UKCCCR National Register of Cancer Trials (Vale
et al., 2005), seguiram protocolo experimental aprovado pelo Comissdo de Etica para
Experimentagédo Animal (CEEA-IB) da UNICAMP, sob numero 217-5.

3.4 Cultura primaria de células placentarias.

Os tecidos placentarios, de cada rata de cada grupo experimental, foram tratados
com meio de cultura acrescido de 0,25 mg/mL de tripsina para dissocia¢éo dos diferentes
tipos celulares. Apo6s subseqiientes lavagens e centrifugacéo, o pellet foi ressuspenso em
DMEM com 2% de soro fetal bovino (FCS), 5 mM de glicose e 20 Mm de HEPES. As
suspensodes de células de placentas foram distribuidas nas placas de 6 pogos para cultura
de tecido e incubadas a 37° C, a atmosfera de 5% de CO, por 72 horas. Apds esse
periodo, o meio de cultura foi retirado e centrifugado sob refrigeragdo, a 2.000 x g durante
20 minutos para separacéo do sobrenadante. Apos essa separacdo, o sobrenadante foi
retirado e armazenado a —20° C para posterior imunoprecipitacdo e dosagem hormonal.
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3.5. Anadlise de Sintese e Degradacdo Protéica Placentaria em Cultura
Primaria:

Duas placentas foram retiradas aleatoriamente de cada animal no dia do sacrificio,
correspondente ao 20°de prenhez, dos grupos Contro le, Tumor e Ascite. Essas placentas
foram, entdo, mantidas em meio DMEN e trituradas em pedagos de aproximadamente 1
mm. Os tecidos placentarios foram tratados com meio de cultura acrescido de 0,25 mg/mL
de tripsina para dissociagao dos diferentes tipos celulares. Apos subsequentes lavagens e
centrifugacdo, o precipitado foi ressuspenso em DMEM com 2% de soro fetal bovino
(FCS), 5 mM de glicose e 20 Mm de HEPES. As células foram cultivadas em placas de 24
wells, sendo colocados 0,5 ml de meio com células em cada pogo.

Apbs 48 horas, o meio foi retirado e substituido por DMEN sem fenol acrescido de
0,2 uL de L-[2,63H]—fenilalanina (0.67 uCi/mM em DMEM acrescido de 2 mM/L
fenilalanina fria). No ultimo pogo sem células, que foi tomado como controle branco, havia
a mesma quantidade de meio e também de fenil que foi adicionada aos po¢os que
continham células. Apés 19 horas, todo meio foi recolhido para andlise de sintese protéica
e, entdo, substituido por mais 0,5 mL de DMEN sem fenol em cada poc¢o. Ap6s 24 horas,
0 meio e as células foram recolhidos para analise de degradacéo protéica.

Para analise de sintese protéica, o0 meio de cultura recolhido ap6s 19 horas de
incubacgéo (500uL) foi acrescido com 3 mL de liquido de cintilag&@o. A leitura foi realizada
em Contador  (Beckman LS 6000TA).

Por sua vez, para a analise de degradacédo protéica, o meio de cultura e células
foram recolhidos e centrifugados para precipitacdo das células. Adicionou-se, entdo, 100
pLde acido tricloroacético (TCA, 10%) as amostras, e as mesmas foram centrifugadas por
mais duas vezes.

O meio de cultura foi entdo retirado e ao precipitado adicionaram-se 500 pL de
NaOH em cada amostra, e estas foram, entdo incubadas por 30 minutos a 45°C. Apds
esse periodo o precipitado foi, entdo, ressuspendido e em seguida centrifugado por mais
15 minutos. Foram retirados, entdo 400 yL da solugéo (meio ou precipitado celular) e
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adicionados 3 mL de liquido de cintilagcdo. A leitura também foi realizada em Contador 3
(Beckman LS 6000TA).

3.6. Analise de Sintese e Degradacéao Protéica Placentaria em tecido fresco:

Durante o sacrificio, extraiu-se uma placenta de cada animal de cada grupo e a
mesma foi divida em duas partes, sendo uma delas utilizada para analise de sintese e
outra de degradacéao protéica.

3.6. a) Sintese protéica:

Parte do tecido placentario foi colocado em tubo de perfusdo com tampéo Krebs-
Hanseleits (KHB) (110mM NaCl; 25mM NaHCO3;, 3,4mM KCI; 1mM CacCl,, 1mM KH,POy;
1mM MgSQO,, 5,5mM glicose, 0,01% albumina bovina sérica, pH 7,4), incubado a 37 °C
com agitagéo continua e gaseamento com 95% O, e 5% CO, (Vary et al., 1998 e Fedele
et al., 2001) durante 30 minutos.

Ap6s esse periodo, adicionou-se novo tampdo KHB suplementado com L[°H]-
fenilalanina (Amershan) e fenilalanina ndo marcada com radiois6topo. Ao final de 2 horas
de incubacao, as placentas foram retiradas do meio, secadas, pesadas, congeladas e
guardadas em —20 °C, enquanto o meio de incubacéo foi utilizado para dosagem de

fenilalanina marcada.

As placentas foram homogenizadas em TCA 30% e centrifugadas por 15 minutos
a4 T e 10.000 x g. O precipitado foi, entéo, lava do por duas vezes com TCA 10% para
eliminar a radioatividade, e entdo resuspendido em NaOH 1N e incubado a 40°C por 30

minutos.

Aliquotas foram analisadas quanto ao teor de proteina (Lowry et al, 1951) e
também mediu-se a radioatividade, com liquido de cintilagdo, em Contador B. A taxa de
sintese protéica foi calculada dividindo-se a concentragdo de fenilalanina incorporada no
precipitado protéico pela radioatividade da fenilalanina no meio de incubagédo. A sintese
protéica foi expressa em nmol de fenilalanina incorporada por miligrama de proteina por
hora.
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3.6. b) Degradacao Protéica

A outra porcdo da placenta foi utilizada para analise da degradacéo protéica,
sendo inicialmente incubada por 30 min a 37°C com meio RPMI 1640 sem fenol. Ap6s
este periodo, realizou-se a incubagéo com solugédo KHB acrescido de ciclohexamida

(inibidor de sintese protéica), por 2 horas a 37°C, gaseado com 5% CO; e 95% O..

Em seguida, o tecido incubado foi homogeneizado utilizando-se solugdo KHB na
proporcdo de 1:3 e precipitou-se uma aliquota desse homogeneizado com TCA (30%),
seguido por centrifugac¢é@o a 10.000 xg por 10 min. A dosagem de tirosina incorporada no
tecido foi medida fluorimetricamente do sobrenadante, segundo método de Waalkes &
Udenfriend (1957), utilizando-se reagente 1-nitroso-2-napthol e acido nitrico (20%).

3.7. Dosagem Hormonal em Soro:

As dosagens séricas de estrogeno e progesterona foram realizadas através de
meétodo enzimatico de imunoquimioluminescéncia, utilizando-se o aparelho Immulite DPC
- Med Lab. As dosagens foram feitas de acordo com o kit especifico (Immulite® 1000
Progesterone, Immulite® 1000 Estradiol) e especificacdes fornecidas pela Siemens

Medical Solutions Diagnostics (Los Angeles, USA).

A dosagem sérica de prolactina, por sua vez, foi realizado pelo método de Elisa
Sandwish (kit DSL10-4500 fabricado pela Diagnostics Systems Laboratories, Inc; Texas,
USA). Foram utilizadas placas de poliestireno previamente revestidas com IgG sérica de
cabra anti-soro de coelho anti-Prolactina, seguindo-se instru¢des do fabricante.
Adicionaram-se, a essas placas, 25 pL de padrbes de prolactina, nas concentragdes 0,0,
2,0, 6,0, 20,0, 60,0 e 180,0 ng/mL, diluidas em soro de porco, 25 uL das solugbes controle
e 20 pL das amostras de soro a serem analisadas, seguindo-se da adicdo de 100 pL de
tampéo de ensaio e suave agitacdo da placa por cerca de 10 segundos. A placa foi,
entdo, incubada sob agitacdo orbital media (500 rpm), por 1 hora em temperatura
ambiente. Ap6 a incubacgéo, a placa foi lavada 5 vezes com solucdo de lavagem,
utilizando-se 200 uL de tampéo de lavagem por cavidade em cada lavagem. Adicionaram-

se, entédo, 100 puL de solugéo conjugado enzimatico anticorpo (diluicdo, na razéo 1:50 em
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tampédo de ensaio, de anticorpo anti-prolactina conjugado com enzima peroxidase de
rdbano (HRPQO)) diluido em tampéo protéico (BSA) em cada cavidade. Em seguida, a
placa foi incubada, em agitacdo orbital moderada por 1 hora, a temperatura ambiente.
Apos esse procedimento, a placa foi lavada 5 vezes, utilizando-se 200 uL de tampdao de
lavagem por cavidade em cada lavagem. Posteriormente, 100 puL de solugédo cromoégena
TMB foram adicionados em cada cavidade, agindo por aproximadamente 10 minutos, sem
exposicdo a luz, em agitacdo rapida, a temperatura ambiente. Apos esse periodo,
adicionou-se, em cada cavidade, 100 uL de solugéo de parada (0,2 M de acido sulfurico)

e a leitura da absorbancia foi feita em 420 e 620 nm.

3.8. Dosagem Hormonal no meio de cultura primaria placentaria:

Meio de cultura primaria foi recolhido apés 72 horas, centrifugado para a excluséo
das células presentes e, entdo, utilizado para analise da producdo placentaria de
estrogeno e progesterona através da quantificacédo desses hormdnios a partir de método
enzimatico de imunoquimioluminescéncia, utilizando-se o aparelho Immulite DPC - Med
Lab, As dosagens foram feitas de acordo com o kit especifico - Immulite® 1000
Progesterone e Immulite® 1000 Estradiol - fornecido pela Siemens Medical Solutions
Diagnostics (Los Angeles, USA). A dosagem de prolactina, do meio de cultura, foi
realizada, também, através do método Elisa Sandwish (kit DSL10-4500 fabricado pela

Diagnostics Systems Laboratories, Inc; Texas, USA), conforme descrito anteriormente.

3.9. Western blotting:

Amostras de placenta, submetidas ao ensaio de degradacdo protéica, foram
homogeneizadas utilizando-se tamp&o de homogenizac¢do (20 mM Tris, 1TmM DTT, 2 mM
ATP e 5 mM MgCI2), na propor¢éo de 1:4 e, em seguida, centrifugadas por 10 minutos, a
10.000 rpm e 4°C.

Aliquotas de 5 pL foram retiradas de cada amostra para quantificagdo do teor total

de proteina pelo método de Lowry et al. (1951). O resultado obtido foi usado para calcular
a quantidade de amostra (de forma que todas tivessem a mesma quantidade de proteina).
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Foram adicionados 100 pL do homogenizado placentario ja centrifugado e 100 uL
de tampédo de amostra e os mesmos foram colocados em banho-maria por 5 minutos.

Apos esse periodo, a reagéo foi interrompida através de choque térmico.

Foi realizada, entéo, eletroforese pelo método Laemmli SDS-PAGE, utilizando-se
concentragéo de 5% gel de empilhamento e 12% gel de resolugéo e aplicou-se 30 ug de
proteina de cada amostra em cada poco, para que fossem separadas pelo peso
molecular.

As proteinas, assim separadas em cada gel, foram transferidas para membranas
de nitrocelulose 0,45um. Apds estarem secas, essas membranas foram deixadas sob
agitacéo lenta em PBS Tween 0,1% acrescido de 5 % de leite desnatado (Molico ®) por 1

hora e, posteriormente, mais 1 hora secando.

Lavou-se, entdo, as membranas com PBS 0,5% de Tween, por 3 vezes de 15
minutos cada e em seguida, adicionou-se 0s anticorpos primarios para receptores de
estrogeno (ERa (MC-20): sc-542) e progesterona (PR (C-20): sc-539), diluidos 1:500 pL
em PBS Tween 0,1% e deixados overnight.

Posteriormente, as membranas foram lavadas por 4 vezes de 15 minutos com
PBS Tween 0,1% e adicionou-se o anticorpo secundario (goat anti-rabbit 1gG-B; cat #
2040), também diluido em PBS 0,1% de Tween, na razdo de 1:400, e mantido sobre a
membrana, em agitagéo lenta, por 2 horas.

Apoés esse periodo, as membranas foram lavadas, por 3 vezes de 15 minutos
cada, e reveladas por reacdo de quimioluminescéncia, realizada com o reagente ECL
(Amershan), utilizando-se filme hipersensivel. As imagens de cada revelagdo foram
capturadas em fotocomumentador (Amershan) e analise da densidade Optica de
expressdo protéica foi realizada utilizando software Gel-Pro Analyser (v.3.0 Windows
Media Cybernetcs, USA).
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3.10. Inclusdao em Histo-Resina:

Duas amostras de placenta foram retiradas aleatoriamente de cada animal, dos
diferentes grupos, para inclusdo em histo-resina e posterior analise morfolégica dos
tecidos, morfometria, contagem de nucleos e relacdo deste valor com a quantidade de

hormonio obtida em cada uma das dosagens.

Resina pura foi misturada com o polimerizador na propor¢cdo de 7:0,5 mL e a
mistura foi mantida em gelo para retardar a polimerizacdo. Aplicou-se uma fina camada
de silicone liquido em cada uma das placas, onde seriam colocadas as amostras e
também foram colocadas em gelo.

Preencheu-se, o0 espago em que as amostras seriam colocadas em cada uma das
placas com o polimerizador e, finalmente, adicionou-se a ele a amostra de tecido. Apos a
polimerizagé&o, realizaram-se cortes histologicos com 0,3 um de espessura, as laminas

foram montadas e analisadas em microscépio de luz Leica®.

Para anlise morfométrica utilizou-se software Image-Pro Plus (v 1.0 Windows,
Media Cybernetics, USA).

3.11. Imunohistiquimica:

Duas placentas retiradas aleatoriamente de cada animal, durante o sacrificio,
foram fixadas em solucéo de paraformladeido (4% de paraformaldeido em tampé&o fosfato
0,1 M, pH 7,4), durante 48 horas. Ap6s serem fixadas, as placentas foram, entéo,
desidratadas em bateria de alcool e posteriormente, embebidas em parafina.

Foram obtidos cortes de 5 uym de espessura para analise imunohistolégica com
anticorpos primarios especificos para receptores de progesterona (PR (C-20): sc-539) e

estrogeno (ERa (MC-20): sc-542).

Os cortes histologicos foram desparafinizados e mantidos em agua destilada. E
em seguida, lavados em tampéo fosfato (PBS) durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Os cortes foram, entédo, incubados em tampéao fosfato acrescido de 0,3% de peréxido de
hidrogénio, por 30 minutos, e apdés esse periodo lavadas novamente em PBS, por 5
minutos.

Em seguida, os tecidos foram mantidos por mais 30 minutos, a temperatura
ambiente, em PBS contendo 1% de soro bovino (BSA) e apo6s esse periodo, incubados
overnight em camera umida, a temperatura de 4°C, com o anti corpo primario especifico,
diluido 1:100 em PBS com 1% de BSA.

Os cortes foram, entédo, lavados em PBS em duas etapas de 15 minutos cada
uma, a temperatura ambiente, e em seguida incubou-se com o anti-corpo secundario
(Goat anti-rabbit, conjugado com peroxidase, na diluicdo de 1:200, em tampao PBS com

BSA, durante 45 minutos em camara umida, também a temperatura ambiente.

Realizou-se, entéo, duas novas lavagens, de 15 minutos cada, com tampéo Tris-
HCI salino (NaCl 0,15 M e Tris-HCI 0,05 M de pH 7,6), & temperatura ambiente e entéo,
os cortes histolégicos foram mantidos em solugéo reveladora de diaminobenzidina (DAB;
500 uL de DAB, 4,5 mL de TSB e 4 uL de H, O,). Apds a revelacdo, os tecidos foram
lavados em agua destilada e contracorados com hematoxilina, seguida de solugé&o de litio

em agua destilada.

Finalmente, os tecidos foram rehidratados e foi realizada a montagem das l&minas
em meio sintético e a analise foi realizada em microscépio de luz Leica®. A contagem de
células marcadas foi realizada a partir de software Image-Pro Plus (v. 1.0 for Windows,
Media Cybernetics, USA).

3.12. Analise estatistica:
Foram utilizados métodos estatisticos adequados para comparagcéo entre os
grupos experimentais, utilizando-se método de analise de variancia (ANOVA), seguido de

teste de Bonferroni, para comparagédo multipla entre os grupos e detecgéo de diferengas
significativas (Gad & Weil, 1994).
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4.Resultados

4.1. Comparacao entre os pesos dos fetos dos diferentes grupos:

Pudemos observar, em relacdo ao peso dos fetos de cada um dos grupos, que 0s
grupos Ascite e Tumor apresentaram reducéo acentuada de peso quando comparados ao
grupo Controle (Tabela 1 e Figura 2). Da mesma forma, o grupo Ascite apresentou peso
ligeiramente menor que do grupo Tumor. A andlise estatistica mostrou-nos haver
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo Controle e os grupos Tumor e Ascite,

sendo o valor de P menor que 0,0001.

Tabela 1: Pesos (g) e numero dos fetos obtidos em animais dos grupos Controle, Tumor e Ascite.

Controle (76) Tumor (44) Ascite (42)
Peso dos fetos (g) 2,45 +£0,02 1,96 + 0,03 1,91 £ 0,03*
Numero de fetos 8,21 £ 0,65 7,72 £0,68 7,75+0,76

Resultados expressos em media + erro padrdo da média; ( ) representa o numero de animais por grupo.
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Figura 1: Peso dos fetos observado nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Resultados expressos em
média + erro padrdo da média.

* Andlise estatistica mostra diferenga significativa entre
grupo Controle e os grupos Tumor e Ascite (P < 0,01).
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Além disso, também pudemos observar que houve redugdo no numero de fetos
dos grupos Tumor e Ascite, quando comparados ao Controle, sendo portanto, semelhante
aos dados obtidos por Gomes-Marcondes (1994 e 1998).

9.5+
8.5
7.5+
6.5
5.5+

4.5
3.54
2.5

Numero de fetos

Controle Tumor Ascite

Figura 2: Numero de fetos encontrado por fémea nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Resultados expressos em média * erro
padrdo da média. Andlise estatistica mostra ndo haver diferenca
significativa entre os grupos.

4.2. Analise de Sintese e Degradacgéao Protéica em Tecido Placentario dos diferentes

grupos experimentais:

Apbds a retirada do tecido placentario fresco do animal, avaliamos a concentracéo
de proteina presente nas placentas dos grupos C, W e A, assim como analisar a sintese e
degradacéo protéica realizada por esses mesmos tecidos.

Observamos que a concentragdo protéica placentaria foi menor nos grupos Tumor
e Ascite quando comparado ao grupo Controle. Por sua vez, o grupo Tumor apresentou
concentragdo protéica placentaria mais elevada que o grupo Ascite, mas também sem
apresentar diferenca significativa (Figura 3). O teste estatistico mostrou-nos haver

diferenca significativa entre os grupos, sendo o valor de P igual a 0,0157.
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Figura 3: Concentracdo protéica encontrada (ug / pL) nos
grupos Controle, Tumor e Ascite. A analise estatistica
apresentou diferenga significativa entre os grupos (* P<0,05).
Resultados expressos em meédia +erro padrdo da meédia.

Analisando-se a sintese protéica placentéria, verificamos que esta se encontra
acentuadamente reduzida no grupo Tumor e com redugéo ainda mais pronunciada no
grupo Ascite, quando comparadas ao grupo Controle (Figura 4). A diferenca estatistica
entre os grupos foi significativa, destacando-se principalmente a observada entre os

grupos Controle e Ascite, cujo valor de P foi menor que 0,001.
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Figura 4: Andlise de sintese protéica (nmol / mg / hora) nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Os resultados foram expressos em
média * erro padrdo da média. Diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos Controle e Tumor (P < 0,05) e entre
Controle e Ascite (* P < 0,01).
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Analisamos também a taxa de degradacdo protéica através da quantificacdo da
tirosina presente no tecido placentario. O resultado obtido mostrou-nos que o grupo
Tumor apresentou quantidade reduzida de tirosina em seu tecido placentario, quando
comparado ao grupo Controle (Figura 5A), indicando, portanto, maior liberagdo desse
aminoacido para o meio e, com isso, maior degradagéo protéica. Da mesma maneira, 0
grupo Ascite apresentou quantidade de tirosina tecidual ainda menor que o grupo Tumor,
mostrando que a taxa de degradacdo protéica foi ainda mais elevada nesse grupo (Figura
5B). A andlise estatistica mostrou-nos haver diferenca estatisticamente significativa entre

0S grupos, apresentando valor de P igual a 0,0454.
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Figura 5: Concentracéo de tirosina placentaria (nmol/ng de proteina tecidual, A) e
degradacgdo protéica placentaria (%; B) nos grupos Controle, Tumor e Ascite. Os
resultados, grafico A, encontram-se expressos em média + erro padrdo da média e
em porcentagem em relagdo ao grupo C. Andlise estatistica mostra haver diferenga
significativa entre os grupos Controle e Ascite (* P < 0,05).
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4.3. Contagem de nucleos em tecido placentario:

Apos o sacrificio dos animais, duas amostras de placenta, por fémea de cada

grupo, foram tratadas e, posteriormente, incluidas em historesina para observagéo da

estrutura tecidual e contagem de nucleos em cada uma das regides placentarias (decidua

basal, espongio trofoblasto e labirinto trofoblastico) em cada um dos grupos analisados

(C, W e A), como observamos na Tabela 2.

Tabela 2: Numero de nucleos nas diferentes regides da placenta (decidua basal, espongiotrofoblasto e
labirinto placentario) nos grupos Controle, Tumor e Ascite.

Controle Tumor Ascite
Decidua basal 59,00 +2,18 55,00+ 1,79 46,00 £ 2,69*
Espongiotrofoblasto 17,30 £ 0,76 15,00 + 0,63* 17,50 £ 0,71
Labirinto placentario 27,00 + 0,68 25,00 + 0,85 26,00 + 0,88
Total 27,00 + 1,57 25,00 + 1,50 25,00 + 1,54

Resultados expressos em média + erro padrdo da média. * p<0,05 diferencga estatistica em relagéo a C.

Pudemos observar que, na regido da decidua basal, as placentas do grupo Ascite

apresentaram menor contagem de nucleos do que nos grupos Controle e Tumor, sendo

inclusive significativamente diferente do grupo Controle. O grupo Tumor, por sua vez,

apresentou discreta redugé&o do numero de nucleos da decidua basal quando comparado

ao grupo Controle (Figura 6).
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Figura 6: Numero de nucleos observados na regido da decidua basal nos
grupos Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se expressos
em média + erro padrdo da média. Analise estatistica mostra haver 34

diferenca significativa entre os grupos Controle e Ascite (* P < 0,05).
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Figura 7: Analise morfologica da decidua basal das placentas dos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Cortes de 5 ym e aumento de 400x. A: Detalhe
da decidua basal no grupo Controle; B: Decidua basal de placenta do
grupo Tumor, apresentando area edemaciada (ed) e hemorragica (h); C:
Decidua basal de placenta do grupo Ascite apresentando pontos com
edema (ed).
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Na regido do espongiotrofoblasto a contagem de nucleos do grupo Tumor
apresentou redugcdo acentuada em relacdo aos grupos Controle e Ascite que
apresentaram contagem semelhante. A diferenca entre os grupos Controle € Tumor é

estatisticamente significativa, sendo P < 0,05 (Figura 8).
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Figura 8: Numero de nucleos dos grupos Controle, Tumor e
Ascite na regido do espongiotrofoblasto. Os resultados
encontram-se expressos em meédia + erro padrdo da média.
Andlise estatistica mostra haver diferenga significativa entre
os grupos Controle e Tumor (* P < 0,05).
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Figura 9: Analise morfologica do espongiotrofoblasto e células gigantes (G)
das placentas dos grupos Controle, Tumor e Ascite. Cortes de 5 ym e
aumento de 400x. A: Detalhe do espongiotrofoblasto no grupo Controle,
onde observamos a presencga de células trofoblasticas gigantes (G) bem
definidas, bem como grande coesdo entre as células do tecido; B:
Espongiotrofoblasto de placenta do grupo Tumor, apresentando area
edemaciada (ed) e célula trofoblastica gigante (G) com limites pouco
definidos; C: Espongiotrofoblasto de placenta do grupo Ascite
apresentando edema (ed), area hemorragica (h) e célula trofoblastica
gigante (G) com limites pouco definidos.
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Na regido do labirinto placentario, por sua vez, a contagem de nucleos n&o nos

mostrou diferenca, estatisticamente significativa, entre os grupos, havendo, porém,

tendéncia a redugdo nesse numero no grupo Ascite e discretamente mais acentuada no

grupo Tumor, como observamos na Tabela 2 e Figura 10.

Entretanto, quando se avaliou a somatéria da contagem de nucleos das trés

regides notou-se que houve tendéncia ao decréscimo nos dois grupos experimentais, com

tumor e inoculado com liquido ascitico (Figura 11), justificando assim a suposicdo para

danos celulares, em conseqiiéncia a morte celular e/ou menor proliferagdo, em fungéo de

prejuizo da maturagéo tecidual placentaria nesses grupos. As Figuras 7, 9 e 12 mostram

os aspectos morfométricos das diferentes camadas placentarias dos diferentes grupos,

controle, tumor e ascite, indicando lesées hemorréagicas, regides edemaciadas e alteragdo

da populagéo celular.
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Figura 10: Numero de nucleos dos grupos
Controle, Tumor e Ascite na regido do labirinto
placentdrio. Os resultados encontram-se
expressos em meédia + erro padrédo da media.
Andlise estatistica mostra ndo haver diferenga
significativa entre os grupos (P > 0,05).

Figura 11: Numero total de nucleos dos
grupos Controle, Tumor e Ascite em todas as
areas analisadas das placentas (decidua
basal, espongiotrofoblasto e labirinto
trofoblastico). Os resultados encontram-se
expressos em media + erro padrédo da média.
Analise estatistica mostra ndo haver diferenca
significativa entre os grupos (P > 0,05).
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Figura 12: Analise morfolégica do labirinto das placentas dos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Cortes de 5 ym e aumento de 400x. A:
Detalhe do labirinto no grupo Controle, onde observamos a existéncia
de vasos (v); B: Labirinto de placenta do grupo Tumor, apresentando
areas com extravasamento de sangue entre os espacgos lacunares (h)
e pouca definicdo de vasos (v); C: Labirinto de placenta do grupo
Ascite apresentando areas hemorragicas (h) limite vasculares pouco
definidos (v).
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4.4. Analise de sintese e degradacao protéica em cultura de células placentarias:

Quando analisamos a concentragdo de fenilalanina marcada no meio de cultura
placentaria, verificamos que os grupos Tumor e Ascite apresentaram reducédo da sintese
em relagéo ao grupo Controle. Por sua vez, o grupo Ascite apresentou maior sintese que
a apresentada pelo grupo Tumor, como observamos na figura 13. A analise estatistica

nao mostrou diferenga significativa dos grupos W e A, quando comparados ao Controle.
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Figura 13: Sintese protéica em cultura celular primaria de placentas
provenientes de ratas controle, portadoras de tumor e inoculadas com
liquido ascitico. Os resultados encontram-se expressos como média +
erro padrdo da média.A analise estatistica mostra ndo haver diferenca
significativa entre os grupos, sendo valor de P > 0,05.

Em relacdo a degradacéo protéica da cultura de células placentarias, analisando-
se a liberagéo de fenialanina marcada para o meio de cultura, as placentas provenientes
dos grupos Controle e Ascite apresentaram tendéncias de valores semelhantes. O grupo
Tumor, por sua vez, apresentou elevado valor de degradacgdo protéica, maior que aos
observados nos outros grupos (Figura 14).
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Figura 14: Degradacdo protéica em cultura celular priméaria de
placentas provenientes de ratas controle, portadoras de tumor e
inoculadas com liquido ascitico. Resultados expressos me média + erro
padrdo da média. Apesar da diferenga observada entre os grupos, a
andlise estatistica ndo apresentou diferenga significativa, sendo valor
de P > 0.05.

4.5. Dosagem hormonal em meio de cultura de células placentarias:

4.5. a) Estrogeno:

A concentracdo de estrégeno dos meios de cultura de células de placenta,
provenientes de animais dos trés grupos experimentais, mostrou-nos haver tendéncia a
elevacédo na quantidade da produgdo desse horménio por células placentarias do grupo
Tumor, seguidas pelas do grupo Ascite, sendo a quantidade obtida na dosagem desses
grupos mais elevada que a obtida no grupo Controle (Figura 15).

44



N
o
g

w

o

o
|

Concentracao de
Estréogeno (pg / mL)
S

N

o

o
1

Controle Tumor Ascite

Figura 15: Concentracdo de estrégeno (pg/mL) em meio de
cultura priméria de placentas provenientes dos grupos Controle,
Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se expressos em
média + erro padréo da média. A analise estatistica mostrou ndo
haver diferenca significativa entre os grupos, sendo valor de P >
0,05.

4.5. b) Progesterona:

A concentracdo de progesterona dos meios de cultura de células placentéarias
mostrou-se reduzida nos grupos Tumor, e Ascite quando comparado ao producdo desse
horménio pelas células do grupo Controle (Figura 16).
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Figura16: Teor de progesterona (ng/mL) em meio de cultura primaria
de células placentarias provenientes dos grupos Controle,Tumor e
Asite. Os resultados encontram-se expressos como média * erro
padrdo da média. A andlise estatistica mostrou diferenca significativa
entre os grupos Controle e Tumor, sendo * P igual a 0,0186. A
comparacgéo entre os outros grupos, porém, ndo apresentou diferenca
significativa, e o valor de é igual a P > 0,05.
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4.5, ¢) Prolactina:

A concentracdo de prolactina no meio de cultura de células placentarias, mostrou-
nos que a quantidade desse horménio produzida pelas células dos grupo Tumor e Ascite
foi superior a producéo pelas células do grupo Controle. Porém, a producgéo de prolactina
pelas células do grupo Ascite ainda foi discretamente mais elevada que a do grupo Tumor
(Figura 17).
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Figura 17: Teor de prolactina (mUI/mL) em meio de cultura
primaria das células placentarias provenientes dos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se
expressos como média * erro padrdo da média. * A andlise
estatistica mostrou haver diferenca significativa entre o grupo
Ascite em relacdo ao Controle (P < 0,01) e Tumor em relagéo
ao grupo Controle (P < 0,05).

4.6. Resposta do tecido placentario aos hormoénios produzidos:
Analisamos a resposta do tecido placentario aos hormoénios estrogeno e

progesterona através da quantificagdo de receptores para esses horménios que sao

encontrados em tecido placentario, através de Western Blot e Imunohistoquimica.
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4.6. 1. a) Quantificacao de receptores de estrogeno (ERa) por Western Blotting:

Através da anadlise da densidade optica da banda referente ao receptor de
estrégeno (ERa), observamos que a quantificagdo da densidade Optica encontrada nas
bandas referentes aos grupos Tumor e Ascite foi mais intensa que a observada ao grupo
Controle. Por sua vez, a densidade 6ptica das imagens obtidas do grupo Ascite foi menor
que a do grupo Tumor (Figuras 18 e 19).
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Figura 18: Imagem de Western Blot referentes a bandas de expressao proteica ERa nos grupos Controle, Tumor
e Ascite. Numero de animais avaliados igual a 8 por grupo. Imagem representativa.
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Figura 19: Densidade Optica observada em gel de poliacrilamida
referente a bandas de ERa dos tecidos placentarios dos grupos Controle,
Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se expressos como média +
erro padrdo da média. A analise estatistica mostrou n&o haver diferenca
significativa entre os grupos (P > 0,05).
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4.6. 1. b) Quantificagado de receptores de progesterona (PR-A e PR-B) por Western
Blotting:

Foram analisados os receptores de progesterona PR-A e PR-B, em relagdo a sua
densidade optica do tecido placentéario proveniente de ratas controle, portadoras de tumor
e inoculadas com liquido ascitico. O receptor PR-A apresentou, nos grupos Tumor e
Ascite, decréscimo da densidade 6ptica das imagens avaliadas que a apresentada pelos
controle, mostrando-nos haver tendéncia a menor resposta do tecido a esse hormdnio,
durante o desenvolvimento tumoral ou em resposta a evolugdo tumoral (grupo Ascite). O
grupo Tumor também apresentou densidade Optica mais elevada que o grupo Ascite para

esse receptor (Figuras 20 e 21).
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Figura 20: Gel de poliacrilamida representando expresséo protéica dos receptores de progesterona
PR-A e PR-B nos grupos Controle, Tumor e Ascite. Imagem representativa de 8 animais por grupo.
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Figura 21: Expresséo protéica para PR-A, receptor de progesterona, em relagdo a sua densidade optica
nos grupos Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se expressos em média + erro padrdo da
média. A andlise estatistica dos grupos mostra ndo haver diferenga significativa (P > 0,05).
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Em relacéo a densidade éptica da expresséo protéica apresentada pelo receptor
PR-B, verificou-se mesma resposta nos grupos Tumor e Ascite, 0s quais mostraram
reducdo da expressao dos receptores, em relacdo ao grupo Controle. Esse receptor,
também, mostrou tendéncia a diminui¢gdo ainda maior quando observamos o grupo Ascite

em relacdo ao Tumor (Figuras 20 e 22).
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Figura 22: Expressdo protéica para de PR-B, receptor de
progesterona, em relagéo a sua densidade optica nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se
expressos em media + erro padrdo da meédia. A analise
estatistica dos grupos mostra ndo haver diferenca
significativa (P > 0,05).
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4.6. 2 a) Imunohistoquimica de receptor de Estrégeno (ERa):

Atraves da imunohistoquimica realizada nas placentas dos grupos experimentais
analisados, observamos na regido do espongiotrofoblasto a existéncia de maior
quantidade de nucleos marcados com anticorpo anti-receptor de estrégeno (ERa) no
grupo Tumor, quando comparado aos grupos Ascite e Controle, sendo esta ultima

diferenca estatisticamente significativa (Tabela 3 e Figura 23).

Tabela 3: Numero de nucleos marcados contados com anti-corpo anti-receptor de estrégeno (ERa)
nas diferentes regides da placenta (espongiotrofoblasto e labirinto placentario) nos grupos Controle,
Tumor e Ascite.

Controle Tumor Ascite
Espongiotrofoblasto 26,77 +5,86 55,60 +3,07 * 32,00 + 4,05
Labirinto placentario 19,50 + 3,14 33,00+3,41* 30,00 +1,98 *

Resultados expressos em média + erro padrdo da média;
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Figura 23: Quantidadcleos marcados (ERa) na regido do
espongiotrofoblastonos grupos Controle, Tumor e Ascite. Os
resultados encontram-se expressos em média + erro padrédo da
média. Analise estatistica mostra haver diferenga significativa
entre os grupos Controle e Tumor (* P < 0,05).
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Figura 24: Andlise imunohistoquimica do espongiotrofoblasto das
placentas dos grupos Controle, Tumor e Ascite. Cortes de 5 ym e
aumento de 400x. A: Detalhe dos nucleos celulares marcados no
espongiotrofoblasto da placenta do grupo Controle, onde observamos a
existéncia de grande quantidade de células que ndo se encontram
marcadas (Sm — células com nucleo em azul) pelo Anti-corpo anti-
receptor de estrogeno ERa (células com nucleo marcado em marrom); B:
Espongiotrofoblasto das placentas do grupo Tumor, onde podemos
observar que quase a totalidade das células encontram-se marcadas
pelo Anti-corpo anti-receptor de estrégeno ERa (nucleo marcado em
marrom), incluindo células gigantes (G). C: Observamos o
espongiotrofoblasto do grupo Ascite, onde ha grande quantidade de
células marcadas pelo Anti-corpo anti-receptor de estrégeno ERa (nucleo
marcado em marrom), incluindo as células gigantes (G), porém, ainda ha
células sem marcacado (Sm — Nucleo em azul).
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Pudemos observar também que, quando analisamos a regido do labirinto
placentario, os grupos Tumor e Ascite apresentaram elevada marcag¢édo do nucleos para
receptor de estrégeno (ERa), quando comparado ao grupo Controle, sendo essa
diferenga estatisticamente significativa. Devemos nos atentar, porém a quantidade de
nucleos marcados apresentado pelo grupo Ascite, que sofreu acentuado aumento,
aproximando-se inclusive da quantidade de nucleos marcados apresentado pelo grupo

Tumor (Tabela 3 e Figura 25).
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Figura 25: Numero de nucleos marcados (ERa), pela analise
imunohistoquimica, da regido do labirinto placentario nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se expressos
em média * erro padrdo da media. Andlise estatistica mostra haver
diferenca significativa do grupo Controle em relagdo aos grupos
Tumor e Ascite (P < 0,05).
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Figura 26: Analise imunohistoquimica do labirinto das placentas dos
grupos Controle, Tumor e Ascite. Cortes de 5 ym e aumento de 400x. A:
Detalhe dos nucleos celulares marcados no labirinto da placenta do
grupo Controle, onde observamos a existéncia de células que n&o se
encontram marcadas (Sm — células com nucleo em azul) pelo Anti-corpo
anti-receptor de estrogeno (ERa); B: Labirinto placentario do grupo
Tumor, onde podemos observar que grande quantidade das células
encontram-se marcadas pelo Anti-corpo anti-receptor de estrégeno ERa
(marcagdo marrom); C: Observamos o labirinto palcentario do grupo
Ascite, onde h& grande quantidade de células marcadas pelo Anti-corpo
anti-receptor de estrégeno ERa (marcagdo marrom) e pequena
quantidade de células néo marcadas.
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4.6. 2. b) Imunohistoquimica de receptores de Progesterona (PR-A e PR-B) no
tecido placentario dos diferentes grupos experimentais:

A imunohistoquimica, realizada nas placentas dos grupos experimentais
analisados, revelou que a regido do espongiotrofoblasto apresentou menor quantidade de
nucleos marcados com anti-receptor de progesterona (PR-A e PR-B) no grupo Tumor,
quando comparado ao grupo Controle, sendo esta ultima diferenca estatisticamente
significativa. O grupo Ascite também apresentou, porém de forma néo significativa, menor
quantidade de nucleos marcados que o grupo Controle (Tabela 4 e Figura 27).

Tabela 4: Numero de nucleos marcados com anti-corpo anti-receptor de progesterona (PR-A e
PR-B) contados nas diferentes regides da placenta (espongiotrofoblasto e labirinto placentario) de
ratas dos grupos Controle, Tumor e Ascite.

Controle Tumor Ascite
Espongiotrofoblasto 14,00 + 2,46 12,60 +2,79 * 12,00 £+2,23 *
Labirinto placentario 20,00 +1,73 18,50 + 1,13 12,00 £2,01 *

* P<0,05 diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle.
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Figura 27: Anadlise imunohistoquimica dos receptores de
progesterona (PR-A e PR-B) na regido do espongiotrofoblasto
nos grupos Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-
se expressos em media + erro padrdo da média. Analise
estatistica mostra ndo haver diferenga significativa entre os
grupos (P > 0,05).
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Figura 28: Analise imunohistoquimica do espongiotrofoblastico das
placentas dos grupos Controle, Tumor e Ascite. Cortes de 5 ym e
aumento de 400x. A: Detalhe dos citoplasmas celulares marcados no
espongiotrofoblasto da placenta do grupo Controle (PR — marcacéo
marrom); B: Espongiotrofoblasto de placenta do grupo Tumor, onde
podemos observar a marcagéo dos citoplasmas de algumas células (PR
— marcagdo marrom), e marcagdo também das células gigantes (G); C:
Observamos o espongiotrofoblasto de placenta do grupo Ascite, onde ha
grande quantidade de células marcadas pelo Anticorpo anti-receptor de
progesterona (PR — marcagdo marrom) e pequena quantidade de células
ndo marcadas, principalmente as células gigantes (G).
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Pudemos observar também que, quando analisamos a regido do labirinto

placentario, os grupos Tumor e Ascite apresentaram reducdo da quantidade de marcacéo

para receptor de progesterona (PR), quando comparado ao grupo Controle, sendo

estatisticamente diferente em relagdo ao grupo Ascite (P < 0,01). Devemos nos atentar

que a redugédo de marcacdo no grupo Ascite encontrou-se tdo acentuada que diferiu

significativamente também do Tumor que, por sua vez, apresentou marcagéo reduzida em

relacdo ao grupo Controle (Tabela 4 e Figura 29).
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Figura 29: Numero de marcacbes (PR-A e PR-B) na regido do
labirinto placentario nos grupos Controle, Tumor e Ascite. Os
resultados encontram-se expressos em média
média. Analise estatistica mostra haver diferenga significativa entre
os grupos Controle e Ascite (P < 0,01) e Tumor e Ascite (* P<

0,05).
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Figura 30: Andlise imunohistoquimica do labirinto placentario dos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Cortes de 5 ym e aumento de 400x. A: Detalhe
dos nucleos celulares marcados no labirinto da placenta do grupo
Controle (PR — marcagdo marrom); B: Labirinto placentario do grupo
Tumor, onde podemos observar a marcagéo dos nucleos de algumas
células (PR — marcag¢éo marrom); C: Observamos o labirinto placentario
do grupo Ascite, onde a marcacdo pelo Anticorpo anti-receptor de
progesterona (PR — marcacdo marrom) ocorre apenas em poucas
células.
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4.7. Dosagens séricas hormonais:

4.7.1. Estrégeno:

A andlise da dosagem sérica de estrégeno das ratas dos diferentes grupos
experimentais mostrou-nos haver aumento da concentracdo desse horménio nos grupos
Ascite e Tumor, quando comparados ao grupo Controle, sendo a diferenga entre os
grupos A e C estatisticamente significativa. O grupo Ascite também apresentou, mesmo
sem diferenca significativa, aumento da concentragdo sérica de estr6geno quando
comparado ao grupo Tumor (Figura 31).
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Figura 31: Concentragédo sérica de estrébgeno nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se
expressos como média + erro padrdo da média. Andlise
estatistica mostra haver diferenga significativa entre os
grupos Controle e Ascite (* P < 0,05).

4.7.2. Progesterona:

Analisamos a dosagem sérica de progesterona dos grupos experimentais, e
pudemos observar que houve redugéo acentuada dos niveis séricos desse hormdnio nos
grupos Tumor e Ascite em relagdo ao grupo Controle, sendo a reducdo observada no
grupo Tumor estatisticamente significativa (Figura 32).
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Figura 32: Concentracéo sérica de progesterona nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se
expressos como meédia + erro padrdo da média. Analise
estatistica mostra haver diferenga significativa entre os
grupos Controle e Tumor (* P < 0,05).

4.7.3. Prolactina:

A dosagem sérica de prolactina mostrou-nos que houve aumento da
concentragéo desse hormoénio em quantidade semelhante nos grupos Tumor e Ascite em
relagdo ao grupo Controle, apesar de ndo serem estatisticamente significativo (Figura
33).
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Figura 33: Concentragdo sérica de prolactina nos grupos
Controle, Tumor e Ascite. Os resultados encontram-se
expressos como meédia + erro padrdo da média. Andlise
estatistica ndo mostra haver diferenca significativa entre os
grupos (P > 0,05).
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5. Discusséao

O curso normal da gestacdo é dependente de alterages fisioldgicas particulares a esse
estado, como a elevacdo e manutencdo dos niveis de alguns horménios, principalmente de
progesterona, estrégeno e prolactina, e também aumento do processo anabdlico e
gerenciamento de processos celulares, sdo entre outros fatores aspectos importantissimos
para a gravidez a termo. Por outro lado, esta complexa condigéo fisiologica é severamente
prejudicada quando associada a processos patolégicos, como cancer, que também envolvem
intensa alteracdo metabolica e hormonal. Assim o presente trabalho abordou aspectos bastante
pontuais quanto a associacdo de duas condicbes metabolicamente muito complexas, como
gravidez e cancer, mostrando as alteragées que ocorrem na prenhez da rata com tumor e as
lesdes teciduais e de atividade celular placentaria, que culminaram em prejuizo para a gravidez

como um todo.

No inicio da gravidez, a elevacdo de estrégeno e progesterona ocorre através da
sintese ovariana pelo corpo luteo, que ndo entra em lutedlise, diferentemente do que ocorre
ap6s a ovulagdo quando ndo ha concepgédo. O corpo luteo, por sua vez, depende da prolactina
pituitaria para sua manutencgéo, cuja sintese é estimulada através do cruzamento, em roedores
(Freeman, 1994) e somente esta prolactina pituitaria € responsavel pelo sustento do nivel
basal de progesterona (Kraicer & Shelesnyak, 1964). A prolactina também estimula a
transcrigédo de receptores de estrogeno (Telleria et al., 1998 e Frasor et al., 2001) e o estradiol
luteo contribui para elevar o nivel de progesterona que € induzida por prolactina (Gibori &
Keyes, 1980). A prolactina pituitaria (PRL) continua a ser produzida apesar de n&o mais
necessaria a partir do sexto dia de prenhez em ratos (Morishige & Rothchild, 1974). Isso
ocorre devido a expressdo de fatores luteotroficos prolactina-like que séo produzidos pela
placenta (Jayatilak et al., 1989 e Jayatilak et al., 1985), chamados de luteotrofina decidual
(Gibori et al., 1794) e que tem capacidade de se ligar em receptores de prolactina (Basuray &
Gibori, 1980; Jayatilak & Gibori, 1986 e Herz et al., 1986). Ap6s a clonagem desses fatores,
determinou-se que eram idénticos a prolactina pituitaria (Prigent-Tessier et al., 1999).

Na segunda metade da gravidez (entre os dias 12 e 21), além dos estrdégenos e
progestagenos, a prolactina pituitdria aumenta drasticamente (Morishige et al., 1973) e a
producdo pela decidua é reduzida (Jayatilak et al., 1989, Jayatilak et al., 1985 e Prigent-
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Tessier et al., 1999). Por sua vez, a capacidade esteroidogénica do corpo luteo é elevada
devido a fatores que s&do produzidos pela placenta e a luteotrofina prolactina-/ike produzida
nesse estagio da gravidez é o lactogénio placentario, produzido pelas células trofoblasticas
gigantes (Faria et al., 1990). Nesse periodo da gestacado o nivel de horménio luteinizante (LH)
nao é suficiente para estimular a secrecao folicular (Bogovich et al., 1981) ou secrecao lutea
de andrégenos (Khan et al., 1987). Porém, os niveis desses androgenos no sangue materno
aumentam dramaticamente devido a sua producdo pela placenta (Gibori et al., 1988). A
necessidade de progesterona para a manutencgéo da gravidez é observada quando as regides
de ligacdo desse horménio s&o bloqueadas e o aborto € causado em varias especies animais.
Além de seu efeito endécrino, progesterona também atua como imunoesteroide (Arck et al.,
2007).

Assim a gravidez associada a outra condi¢do metabolica e hormonal complexa, como o
cancer, envolve alteragdes que culminam em prejuizo para ambos mée e feto. Embora, nossos
resultados ndo apresentarem expressiva reducdo no numero de filhotes por fémea em cada um
dos grupos, observamos que houve acentuada redugéo no peso dos fetos dos grupos Tumor e
Ascite, quando comparados ao grupo Controle, sendo, portanto, semelhante aos dados obtidos
por Gomes-Marcondes (1994 e 1998). Sabe-se que, tanto o crescimento fetal quanto tumoral
requerem aumento de sintese protéica e que em condigées fisiolégicas normais, aminoacidos
essenciais sdo transportados da mae para o feto em diferentes taxas (Chung et al., 1998;
Lemons et al., 1976 € Marconi et al., 1989). Por outro lado, essa associagdo do crescimento
tumoral com a gravidez, pode resultar em danos para o feto e levar a reabsor¢éo e morte do
mesmo (Gomes-Marcondes et al., 1998; Gomes-Marcondes et al., 1990 e Williamson et al.,
1988). Da mesma maneira, essa existéncia concomitante da gravidez e tumor pode induzir
competicéo nutricional entre o tumor e o feto (Toledo et al, 2004), causando efeito protetor do
organismo materno contra o crescimento da neoplasia (loachim & Moroson, 1986; Gullino et
al, 1985). Estudo realizado por Gomes-Marcondes (1994), mostrou que ratas prenhez
portadoras de tumor apresentavam menor massa tumoral quando comparadas as sem
gravidez, confirmando as informagdes acima apresentadas e justificando a reducdo de peso

que encontramos nos fetos do grupo Tumor.

Provavelmente, tais fatores foram ocasionados pela alteragcdo hormonal importante que
a condi¢do neoplasica impbs a gravidez. O fato da placenta, totalmente desenvolvida, ser
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capaz de produzir concentragdes significativas de gonadotrofina coridnica (Brody & Carlstrom,
1962) e lactogénio placentario (Kaplan et al.,1968, Saxena et al., 1968) é a maior prova de
sua habilidade em atuar como um o0rgdo endodcrino e produzir esterdides e hormonios
protéicos, porém pode ser intensamente influenciada pela presenc¢a de neoplasia. De fato, em
relacdo a regulacéo de estrdégeno, verificamos que este horménio teve sua concentragéo sérica
ligeiramente elevada nos animais portadores de tumor (W), redugéo do teor de progesterona
sérica e elevagéo da prolactina, fatos esses observados também in vitro, pela cultura primaria
de placenta. Igualmente, o grupo que apenas recebeu liquido ascitico diariamente (A),
também, apresentou perfis hormonais similares (significativamente diferente em relagéo ao
grupo C), inclusive maiores dos que os observados no grupo W, portanto, € provavel que
durante a gravidez a necessidade de manutengdo da homeostasia depende do perfeito
equilibrio hormonal, sendo que nesse caso (grupos Tumor e Ascite) conduziu a menor

capacidade de manter o peso, numero fetal e relagéo feto/placenta.

Sabe-se também que a elevacdo no nivel de estrégeno causa atenuacdo de IL-6,
interleucina que em grande quantidade age como imunossupressora, de forma ainda né&o
totalmente elucidada, mas acredita-se que é feita através do fator nuclear NF-kB (Wolbink et
al., 1996; Culley et al., 1996 e Kotake et al., 1996). Além disso, o estrogeno, também, é visto
como mediador na producéo de muitas outras citocinas, como IL-1, TNF-a e PGE, (Burger &
Dayer, 2002; Frazier-Jessen & Kovacs, 1995; Straub et al, 1998; Carruba et al., 2003 e
Salem et al., 2000).

Por sua vez, o efeito da progesterona no sistema imunoldgico de gravidas pode ser, ao
menos em parte, mediado por sua interagdo com os receptores (Szekeres-Bartho et al., 1990;
Chiu et al., 1996; van den Heuvel et al., 1996 e Roussev et al., 1993). A exposicdo a
estresse moderado (Wiebold et al., 1986) ou profundo (Joachim et al., 2003), como por
exemplo, no caso do desenvolvimento tumoral ou manipulagéo diaria para inoculagdo de
liguido ascitico, pode induzir aborto em ratas prenhes através de reducdo no nivel de
progesterona e diminuicdo de receptores de progesterona (PR) na interface materno-fetal
(Blois et al., 2004), Esses resultados corroboram os observados em nossos experimentos, nos
quais verificamos redugdo no nivel sérico de progesterona nos grupos Tumor e Ascite, bem
como quantidades reduzidas de PR-A e PR-B nesses grupos, quando comparados ao Controle.
Estudos mostraram que se houver neutralizacdo da acdo da progesterona, encontra-se
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reducdo significativa no numero de fetos viaveis, associando-se com a reducdo de células
natural-killer (NK) viaveis no endométrio que, por sua vez, causa reducgdo de IL-10 e aumento
de aumento de IFN-y (Szekeres-Bartho et al., 1997). Células NK, subpopulacgdo de linfécitos
predominantes no endométrio uterino (Croy et al., 2006 e Ark et al, 2007), sdo controladas por
hormdnios e apresentam importante fungéo na criacdo de ambiente apropriado para o
estabelecimento da gravidez (King et al., 1998) e tém grande importadncia na resposta
imunolégica, mediando os efeitos citotdéxicos nas células alvo através da liberagdo de citocinas
como IFN-y e TNF-a, além de induzir lise espontanea de células infectadas por virus e células
tumorais pela secrec¢do de perforina e outras enzimas liticas (Solana & Mariani, 2000). Essas
células NK, também, secretam uma série de fatores angiogénicos e induzem o crescimento

vascular na decidua através da producao de IL-8 e interferon (Hanna et al., 2006).

A prolactina € o primeiro horménio, entre os necessarios para o curso normal da
gestacéo, que sofre elevacdo em sua concentragdo, nos grupos tumor e ascite, ligeiramente
alem daquela esperada na condi¢do normal (grupo Controle). Da mesma forma, a prolactina é
capaz de promover a sintese de citocinas para ativar células do sistema imunolégico, a fim de
combater o desenvolvimento tumoral, e também ha regulagéo positiva da sintese de prolactina
por essas citocinas. Assim, em nossos experimentos, pudemos confirmar que a quantidade
sérica de prolactina encontrava-se ligeiramente aumentada de forma semelhante nos grupos
Tumor e Ascite e, além disso, sendo este ultimo (A) ndo afetado pelas células tumorais,
aventamos a hipotese de que as citocinas injetadas diariamente proporcionaram tal altera¢ao
hormonal e do tecido placentario. Hayden & Ghosh (2004) comprovaram que a prolactina,
quando aumentada, pode induzir a fosforilagdo do complexo NF-kB/ IkB, dissociando a
subunidade IkB e tornando ativo NF-kB. Este, por sua vez, atua na transcricdo de citocinas
como IL-1, IL-2, TNF-a e IL-12 (Caamano & Hunter, 2002). IL-1 e IL-2 podem estimular a
resposta inflamatéria e ativar linfécitos e IL-2 pode ainda estimular a proliferacéo de células NK,
enquanto o TNF-a é necessario para ativar a resposta imunolégica promovida pelo tumor
(Burstein & Fearon, 2008) e sua produgdo por macréfagos tratados com prolactina ja foi
reportada (Kumar et al., 1997) além da expressédo das citocinas IFN-y, IL-10 (Levings et al.,
2002).

O sistema imunoldgico em fémeas apresenta niveis mais elevados de imunoglobulinas

e respostas imunolégicas mais consistentes e efetivas, pois a interacdo entre os sistemas
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imunoloégico, endécrino e nervoso central é influenciada pelos esterdides sexuais (Schuurs &
Verheul, 1990 e Davis et al., 1993). Dessa forma, o organismo materno conta com a
existéncia de sistema imunolégico que pode prevenir a incidéncia de cancer, bem como
combater um pré-existente. Como as células cancerigenas sdo, em geral, idénticas a outra
célula sadia do corpo do hospedeiro, o sistema imunolégico é menos eficiente na agdo contra o
tumor do que contra algum agente infeccioso. Mas sdo conhecidos adjuvantes capazes de

manipular o sistema imunolodgico contra antigenos tumorais (Gabriel, 2004).

O fator nuclear kappa-B (NF-kB) € um fator de transcri¢cdo pleiotropico com fungéo de
iniciar as respostas imunologicas, inata e adaptativa, sendo requerido para a expresséo de
varios fatores pré-inflamatérios (Hacker & Karin, 2006), como citocinas e moléculas de adeséo
(Podolsky, 2002 e Sands, 2007). Macréfagos, estimulados por NF-kB, tornam-se ativos e
produzem diversas citocinas (interleucinas (IL) - IL-1, IL-8, tumour necrosis factor - TNF-a e
interferon - IFN-a) que estimulam a resposta inflamatéria e trazem resposta adicional das
células e moléculas até os sitios de infec¢éo, que podem destruir os patégenos invasores, ou
células tumorais, de forma mais eficiente (Wood, 2001).

Baseado nos resultados apresentados neste trabalho, pudemos verificar que na
associacdo entre gravidez e evolugdo tumoral, houve alteragcdes hormonais importantes que
proporcionaram modificagdes severas na constituicdo morfolégica placentaria, além de prejuizo
quanto aos processos de sintese, aumentando a degradagé&o, como também suas respostas
aos horménios presentes e sintetizados pela prépria placenta e quanto a populagéo de
receptores e/ou resposta a agdo hormonal, consequentemente reduzindo a atividade celular.
Paralelamente, com o desenvolvimento do tumor, o hospedeiro aumenta a producéo de
citocinas na tentativa de combater a injuria. Dessa forma, as citocinas aumentadas, quando em
concomitédncia a gestacdo, podem regular positivamente horménios como estrogeno e
prolactina que, quando elevados, também regulam positivamente a sintese das mesmas ou de
outras citocinas, além de poder diminuir a sintese de algumas que podem agir como
imunossupressoras. Nesse caso, entdo, podemos aventar que a resposta imunologica
exacerbada nesta associagao, fazendo-se paralelo com o grupo ascite, ja que o liquido ascitico
é formado por concentrado de citocinas, dentre elas também citocinas antiinflamatérias,
produzidas pelas células tumorais e/ou hospedeiras (Tisdale, 2004; Yano et al., 2008),

possivelmente reduziu as células NK uterinas, e diminuiu o numero de receptores de
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progesterona, além de também regular negativamente esse horménio, prejudicando o

desenvolvimento placentario e consequentemente fetal.

Nossos dados mostraram-nos que o tecido placentario sofreu efeito direto e/ou indireto
da evolugao tumoral. Menor peso fetal, menor relagdo feto / placenta indicam prejuizos que se
refletem, basicamente, na reducdo da sintese protéica em tecido fresco nos grupos Tumor e
Ascite, bem como o aumento da degradacdo, quando comparados ao valor observado no
grupo Controle. De fato, quando colocadas em cultura e, portanto, sem sofrer a influéncia
tumoral, nem dos agentes imunologicos derivados dele, as placentas, provenientes dos animais
dos grupos Tumor e Ascite, ainda continuaram tendo sua quantidade de sintese protéica
inferior ao grupo Controle, bem como valores mais elevados de degradagdo. A produgéo
tumoral de citocinas tambeém é responsavel pela producdo de mediadores catabolicos como e
Fator Mobilizador Lipidico (LMF) e o Fator de Inducéo de Protedlise (PIF) que podem causar
reducdo de peso na auséncia de anorexia ou protedlise em cultura celular (Tisdale, 2004;
Yano et al., 2008). Além disso, algumas citocinas podem agir independentemente na geracao
de caquexia como, por exemplo, TNFa que pode ativar NF-xB para ativagéo de proteossomo
causando protedlise, como também atuando diretamente na fragmentacédo do DNA e geracéo
de apoptose. Da mesma forma, IFNy apresenta atividades bioldgicas que potencializam a agao
de TNFa (Argilés et al., 2003). Outra citocina que pode atuar positivamente para degradacéo
protéica € IL-6, mas sua acgéo ainda € controversa e alguns estudos mostram que sua agao
proteolitica pode ser mais intensa até que de TNFo (Argilés et al., 2003). Porém, verificou-se
que a elevacdo no nivel de estrogeno pode atenuar a ag¢éo dessa interleucina (Wolbink et al.,
1996; Culley et al., 1996 e Kotake et al., 1996).

A inoculacgdo diaria de liquido ascitico, e consequentemente dos fatores contidos no
mesmo, provocou nas fémeas do grupo Ascite reducéo de peso fetal discretamente maior que
a observada no grupo Tumor, mas sem que esses animais fossem hospedeiros tumorais.
Portanto, no grupo Ascite ha evidencia de que ndo houve competicdo nutricional entre o feto e
o tumor. Dessa forma, acredita-se que a redugdo de peso tenha ocorrido pela elevagédo da
proteodlise nas placentas e, também, nos fetos desse grupo. Mediadores catabdlicos, como PIF
e LMF, também, atuariam contribuindo para a redugéo de peso nos fetos do grupo Tumor e,
também, como verificado no grupo Ascite e, portanto, observariamos agéo acentuada desses
fatores sobre varios tecidos inclusive sobre a unidade feto-placentaria.
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Gomes-Marcondes et al (1998) demonstrou haver reducdo do conteudo protéico fetal e
placentario em animais com desenvolvimento tumoral, bem como naqueles que foram
inoculados diariamente com liquido ascitico. Dessa forma, acreditamos que, de fato, os
mediadores catabdlicos e indutores de protedlise afetam o desenvolvimento placentario e, por
conseguinte, fetal. Porém, o tecido placentario do grupo Ascite, quando colocado em cultura,
apresentou resultados relativamente préximos aos valores observados no grupo Controle, ou
seja, recuperando, ao menos parcialmente, os processos anabdlico e catabdlico placentario,
onde a capacidade de sintese placentaria foi ligeriramente reduzida e degradacgéo protéica na
placenta foi similar ao grupo controle. Entretanto, a regulagdo hormonal, por sua vez, ainda
estaria sendo influenciada na situacéo in vitro, uma vez que o grupo Ascite produziu, em meio
de cultura, maior quantidade de prolactina, horménio protéico, quando comparado aos grupos
Controle e Tumor. Apresentou também pequena reducédo na sintese de estrégeno e discreta
elevacdo na sintese de progesterona, em relagdo ao grupo Tumor. Assim, concluiu-se que o
balanco apropriado de moléculas efetoras seria importante para permitir a homeostase celular,
sendo que o desbalanco desses fatores poderia levar as condi¢des de patologia (Mateo et al.,
1996). Dessa forma, acredita-se que a resposta imunoldgica exacerbada na presenca do
tumor e regulacdo na sintese de citocinas por horménios seja tdo elevada, que mesmo
sofrendo acéo de fatores de mobilizagéo de lipidios e de inducdo de protedlise, na condigéo in
vivo, as placentas dos animais do grupo Ascite apresentaram aumento significativo da sintese
de prolactina em relagdo ao grupo Controle, porém drasticamente diminuiram a sintese e
aumentaram a degradacéo protéica placentaria e, assim, diminuiram ainda mais a quantidade
de nutrientes lipidicos e protéicos disponiveis para os fetos em desenvolvimento. Assim, como
abordado anteriormente, a influéncia dos fatores presentes no liquido ascitico apontam

preferencialmente para os efeitos diretos celulares ao nutricional propriamente dito.

Através da imunohistoquimica realizada nas placentas e, também, da expressado
proteica dos receptores de estrogenos e progestagenos placentarios, dos grupos experimentais
analisados, observou-se maior quantidade de nucleos marcados e expressdo protéica ao
receptor de estrégeno (ERa), porém menor quantidade de nucleos marcados e expresséo dos
receptores de progesterona (PR-A e PR-B) no grupo Tumor, nas trés regides placentarias,
decidua, espongiotrofoblastica e labirintica. Perfil semelhante foi observado no grupo Ascite,
sendo que, em determinadas regides, as marcag¢des aproximaram-se inclusive da quantidade
de nucleos marcados apresentado pelo grupo Tumor.
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Evidéncias mostram que o estrogeno induz diretamente a expressdo de hPRL em
células responsivas ao estrégeno (células ER-a e ER-B). Estudos mostraram, também, que ha
elemento funcional estrogeno responsivo (ERE) e sitio AP1 localizado de forma distal ao
promotor de hPRL através do qual o estradiol age. Experimentos realizados por Fujimoto et al.,
(2004) e Paech et al., (1997) mostraram que ambos o0s receptores de estrogeno (ER) ligam-se
a ERE, mas apenas ER-a interage com proteinas AP1, que se ligam aos sitios AP1 no sitio
promotor distal de hPRL. Mostrando que ambos, ERE e o sitio AP1, s&o necessarios para
inducao da atividade promotora por E2.

Alguns estudos in vitro reportam que a exposicdo prolongada a prolactina pode
aumentar a expressao de receptores de estrogeno (Gutzman et al, 2004 e Ormandy et al.,
1997), que potencializaria ainda mais a sintese de prolactina extrapituitaria. Como, de fato,
observamos em nosso trabalho, os grupos Tumor e Ascite foram afetados, apresentando assim
maior quantidade de prolactina sérica e maior numero de ERa placentario. A exacerbacdo da
resposta imunologica, causada pela regulacéo positiva de algumas citocinas sobre a sintese de
estrogeno e prolactina que, por sua vez, também regulam positivamente a produgéo de
citocinas ativando ainda mais células do sistema imunoldgico, permite que exista grande
quantidade de TNFa na circulacdo. Esse fator, por sua vez, age de forma citotéxica em células
endoteliais e causa danos ao sistema vascular da decidua, podendo ocasionar hemorragias
(Toledo & Gomes-Marcondes, 1999). A hemorragia péde ser observada em varias regides
das placentas dos grupos Tumor e Ascite, bem como vascularizagdo pouco definida, ou mesmo
deficiente, principalmente na regido do labirinto placentario. Apesar de TNFa ser originalmente
descrito como molécula citotoxica, produzida por macréfago em resposta a determinado
estimulo, ha evidencias de que pode ser sintetizado pelo endométrio, placenta e pelo préprio
feto (Toledo & Gomes-Marcondes, 1999). Toledo & Gomes-Marcondes (1999) verificaram
que esses mediadores atuariam, de fato, em tecido placentario através da observagéo de
infiltrados  linfocitarios nas camadas placentarias, principalmente nas regides do
espongiotrofoblasto e labirinto placentério, na porcéo fetal da placenta. Segundo os autores,
esses fatores interferiiam no mecanismo de morte celular, verificado pela incidéncia de
nucleos picnéticos nas células deciduais. Essas observag¢des foram condizentes com nossos
resultados e a acédo desses mediadores nas células placentarias podem ser verificados através
da contagem de nucleos apresentada pelos grupos Ascite e Tumor, que apresentou-se
reduzido em relacdo ao grupo Controle, indicando, provavelmente, maior incidéncia de

apoptose nas celulas placentarias desses grupos.
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Dessa forma, observamos que a influéncia dos horménios da gravidez no
desenvolvimento placentario, e conseqientemente fetal, e também a influencia das
citocina presentes no liquido ascitico alterando o milieu hormonal da condigdo normal da
gravidez, ainda apresenta diversos campos que podem ser pesquisados e desenvolvidos.
No caso de doengas complexas, como o cancer, que envolvem fatores genéticos,
hormonais e fisioldgicos, a necessidade da analise integrada desses fatores torna-se

evidente.
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6. Conclusoes

Os resultados encontrados neste trabalho nos permitiram concluir que :

e A associagdo entre gravidez e evolugdo tumoral causa alteragées hormonais
importantes, que proporcionam modificagfes severas na constituigdo morfolégica
placentaria, além de gerar prejuizo nos processos de sintese e aumentando a
degradacéo protéica, como também as respostas a acdo dos hormdnios presentes
e sintetizados pela propria placenta (progesterona e estrégeno), quanto a
populacdo de receptores a esses hormdnios, conseqientemente reduzindo a
atividade celular placentaria;

e A associacdo entre gravidez e o liquido ascitico, que corresponde a resposta do
hospedeiro ao desenvolvimento do tumor, causa prejuizos a unidade feto /
placentaria independente da competigédo nutricional entre tecido fetal e tumoral.

e A associagdo entre gravidez e o liquido ascitico, que é formado em grande
propor¢éo por mediadores catabélicos em funcéo da presenca da neoplasia, como
fator de indugdo de protedlise e fator de mobilizacdo de lipideos, causa aumento
de proteodlise nas placentas, com redugdo da sintese protéica, alem de causar
prejuizo nas respostas hormonais, bem como reducdo de sintese hormonal e
populacdo de receptores a estr6geno e progesterona no grupo de fémeas
inoculadas com liquido ascitico (grupo Ascite), resultados semelhantes as fémeas
portadoras de tumor, e conseqiientemente prejuizo aos fetos, em relagédo ao grupo
Controle, mas sem que esse grupo fosse hospedeiro tumoral.

e Na condicéo in vitro, o tecido placentario ainda apresenta os efeitos produzidos
pelo crescimento tumoral (grupo Tumor). Porem, na auséncia dos efetores
humorais (liquido ascitico), o tecido placentario recupera-se parcialmente de
algumas alterag¢des, como restabelecimento do processo de sintese e degradacgéo
protéica (similar ao tecido placentario do grupo controle), porem presistem as
altera¢des hormonais influenciadas pelos fatores presentes no liquido ascitico.
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