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RESUMO

O tumor de Ehrlich € uma neoplasia murina de origem epitelial maligna, com
comportamento agressivo que pode desenvolver-se de forma ascitica quando
inoculado no peritdnio, ou de forma soélida quando injetado via subcutanea ou
intramuscular. A ouabaina, uma substancia enddgena capaz de inibir a Na*/K*-
ATPase afeta diversos mecanismos fisiopatolégicos, dentre eles, a resposta
inflamatoria. Visto que a oncogénese afeta diretamente varios aspectos do sistema
imunolégico e que ndo ha relatos na literatura sobre a influéncia da ouabaina na
resposta inflamatoria atrelada ao tumor solido de Ehrlich, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos dessa substancia sobre os parametros inflamatorios
associados ao modelo em questao. Inicialmente, camundongos Swiss fémeas foram
distribuidos em trés grupos experimentais: tumor (animais inoculados com células de
Ehrlich via intraplantar na pata esquerda), ouabaina (cujo os animais foram pré-
tratados por trés dias consecutivos com ouabaina na concentracéo de 0,56 mg/kg e
receberam solucdo salina via intraplantar) e tumor + ouabaina (onde os
camundongos receberam o pré-tratamento com ouabaina por trés dias consecutivos
na concentracado de 0,56 mg/kg e tiveram células do tumor de Ehrlich inoculadas via
intraplantar em sua pata esquerda). As patas dos animais foram medidas
imediatamente ap0s a inoculacdo, 24 horas depois e a cada 4 dias até o décimo
terceiro dia de desenvolvimento tumoral com o auxilio de um paquimetro digital.
ApoOs este intervalo, os camundongos foram eutanasiados, os linfonodos popliteos
das patas direita e esquerda foram removidos, pesados e macerados para contagem
de células total e diferencial. Os dados obtidos foram analisados utilizando ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Tukey. Foi observado que o pré-tratamento com a
ouabaina reduziu significativamente o crescimento tumoral em 15%, 21% e 14,5%
no quinto, nono e décimo terceiro dia, respectivamente, em relacdo ao grupo nao
tratado. Adicionalmente, constatou-se também a redu¢do do peso tumoral em 17% e
do linfonodo popliteo em 48% no grupo pré-tratado. O numero de células totais e a
contagem diferencial obtida a partir do linfonodo n&o apresentou diferengca
significativa entre os grupos experimentais. Portanto, este trabalho demonstrou, pela
primeira vez, a capacidade da ouabaina em modular a carcinogénese no modelo
experimental de tumor de Ehrlich através da diminuicdo do crescimento tumoral,
peso do tumor e do linfonodo sugerindo assim, outras acgfes fisiopatoldgicas para
essa substancia.

Palavras-chave: Ouabaina. Tumor Sélido. Inflamacéao.



ABSTRACT

Ehrlich tumor is a murine neoplasm of malignant epithelial origin with aggressive
behavior and may develop a ascitic form when inoculated into the peritoneum, or a
solid form when injected subcutaneously or intramuscularly. Ouabain, an
endogenous substance capable of inhibiting Na'/ K*-ATPase, affects several
pathophysiological mechanisms, among them, inflammatory response. Since
oncogenesis directly affects several aspects of the immune system and there are no
reports in the literature on the influence of ouabain on the inflammatory response
linked to Ehrlich solid tumor, the present study aims to evaluate the effects of this
substance on the inflammatory parameters using this model. Initially, female Swiss
mice were divided into three groups: tumor (not treated with ouabain and Ehrlich cells
inoculated on the left footpad), ouabain (whose animals were pretreated for three
consecutive days with 0,56mg/kg ouabain and received saline solution in the
footpad) and tumor + ouabain (where the mice received pre-treatment with
0.56mg/kg ouabain and had Ehrlich tumor cells inoculated into their left paw). The
paws of the animals were measured immediately after inoculation, 24 hours later and
every 4 days until the thirteenth day of tumor development with the aid of a digital
caliper. After this interval, the mice were euthanized, the popliteal lymph nodes of the
right and left paws were removed, weighed and macerated for total and differential
cell counts. The data were analyzed using One-Way ANOVA followed by the Tukey
post-test. It was observed that pre-treatment with ouabain significantly reduced tumor
growth by 15%, 21% and 14.5% on the fifth, ninth and thirteenth day, respectively,
relative to the untreated group. Tumor weight reduction was also observed in 17%
and popliteal lymph node in 48% in the pre-treated group. The number of total cells
and the differential count obtained from the lymph node did not present significant
difference between the experimental groups. This study demonstrated for the first
time that ouabain is capable of modulating carcinogenesis in the Ehrlich solid tumor
experimental model by decreasing tumor growth, tumor weight and lymph node size,
thus suggesting other pathophysiological actions for this substance.

Keywords: Ouabain. Solid Tumor. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O aumento exponencial a diversos agentes carcindbgenos e a perpetuacao
de héabitos deletérios a saude humana refletem-se nos numeros crescentes de
pessoas diagnosticadas com cancer em todo o mundo, bem como nas previsdes
para os proximos anos. De acordo com a organizacdo mundial da saude (OMS), em
2018, houve aproximadamente 18,1 milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de 6bitos
em decorréncia do cancer a nivel global. As projec6es apontam uma incidéncia de
29,5 milhdes de pessoas afetadas por cancer em 2040 (OMS, 2019a). No Brasil, foi
estimado o surgimento de 582.590 novos casos em 2018, com 300.140 homens
afetados e 282.450 mulheres atingidas (INCA, 2018).

A palavra cancer refere-se de forma genérica a um conjunto de mais de 100
doencas (INCA, 2019) desencadeadas pelo aumento de proliferacéo celular (HUBBI,;
SEMENZA, 2015), mutacdes sequenciais e alteracbes epigenéticas (BAYLIN;
JONES, 2011) que promovem modificagdes em diversos mecanismos relacionados
a homeostasia e transformam células normais em células cancerigenas
(EVANGELISTA, 2018).

Frequentemente encontram-se novas caracteristicas que sdo préprias de
tumores ou influenciam em sua progressao, contudo, alguns fatores sé@o inerentes a
sua existéncia, dentre eles estdo: a capacidade de sustentar sinais de proliferacao,
alterando a funcéo e arquitetura de tecidos normais; a supressao de genes atrelados
a inibicdo de proliferacdo, tornando-se mais resistente aos mecanismos que levam a
morte celular e a inducdo da angiogénese para 0 suprimento de oxigénio e
nutrientes tumoral (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010; SNAEBJORNSSON; SCHULZE,
2019).

Nas ultimas décadas, houve um aumento progressivo de evidéncias que
correlacionam a desregulacdo da resposta inflamatoria com a patogénese de
diferentes doencas, dentre elas, o cancer (PRASAD; RAVINDRAN; AGGARWAL,
2010). Durante o desenvolvimento de tumores, as respostas inflamatorias podem
coexistir com papéis pro-tumoral e antitumoral, sendo necesséaria uma sobreposicao
eficiente dos mecanismos antitumorais para evitar que as vias de favorecimento ao
crescimento do tumor tornem-se dominantes (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN,
2010).
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De carater espécie-especifico, o tumor de Ehrlich € um carcinoma mamario
de camundongo fémea utilizado para a prospeccao de drogas antineoplasicas, para
o entendimento de mecanismos tumorais e para a elucidagdo de diferentes
carcinégenos sobre o desenvolvimento tumoral (MATSUZAKI, 2003; GUERRA,
1983)

Procura-se expandir as estratégias terapéuticas atuais, seja por drogas com
maior especificidade, pela utilizacdo de moléculas que possam agir paralelamente
em diferentes alvos ou de adjuvantes que possam ser combinados visando a
diminuicao dos efeitos agressivos das quimioterapias atuais (COSTA-LOTUFO et al.,
2010).

A ouabaina é uma molécula pertencente a classe dos glicosideos cardiacos,
inicialmente encontrada apenas em espécies vegetais da familia Apocynaceae.
Contudo, foi elucidada como um horménio circulante em mamiferos superiores,
sendo indistinguivel em estrutura e efeitos biolégicos, daquela encontrada em
vegetais. (HAMLYN et al.,, 1991). Sua secrecdo pode ocorrer em resposta ao
estresse induzido por exercicio fisico, por estimulagédo adrenérgica ou em resposta a
angiotensina 1l (LAREDO et al, 1997; BAUER et al, 2005). Apesar dos papéis
desempenhados pela ouabaina no organismo nao estarem completamente
estabelecidos, sabe-se do seu papel imunomodulador em diferentes modelos de
inflamacédo (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017; DE VASCONCELOS et al., 2011,
GALVAO et al., 2017; JACOB et al., 2013; LEITE et al., 2015).

Portanto, o presente trabalho justifica-se pela escassez de informacdes entre
o referido horménio e modelos experimentais de tumores sélidos, e a necessidade
do entendimento de fatores que modulam a resposta imunolégica frente a tumores.
Para isso, utilizou-se o modelo experimental de Ehrlich para observacdo da
formacdo do edema de pata e crescimento tumoral, bem como observacdes

pertinentes ao linfonodo popliteo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 TUMOR DE ERLICH

Em 1909, Paul Ehrlich propbs que células alteradas surgem continuamente
no organismo, sendo responsabilidade do sistema imunolégico debelar estas células
modificadas, propondo de forma breve o que seria posteriormente descrito como
vigilancia imunologica. Em 1950, Macfarlane e Burnet postularam o papel do
sistema imune no monitoramento do organismo, bem como o reconhecimento e
eliminacdo das células transformadas que surgem com certa frequéncia, controlando
entdo, o aparecimento de tumores incipientes. Esta teoria acaba por apresentar o
papel determinante do sistema imunoldgico do hospedeiro como fator determinante
para a progressdo de células neoplasicas (KIM; EMI; TANABE, 2007;
MACFARLANE, 1957).

Células ndo-cancerigenas - incluindo as células do sistema imunolégico -
podem ser cooptadas a funcionar de forma que permita o desenvolvimento tumoral,
subvertendo suas caracteristicas originais. O papel destas células no microambiente
tumoral pode envolver, dentre diversos mecanismos, o desencadeamento de
eventos responsaveis pelo “sucesso tumoral” tais como o remodelamento tecidual,
angiogénese (normalmente atrelada a processos inflamatorios), producdo de
nitrogénio, fatores de crescimento, prostaglandinas e espécies reativas de oxigénio
(ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na tumorigénese séo
extremamente complexos, envolvendo questdes genéticas e ambientais que
culminam no surgimento e progressao tumoral, portanto, é necessario que haja o
aprimoramento de ferramentas destinadas a pesquisa a fim de compreender os
processos relacionados ao crescimento tumoral, além da prospeccédo de agentes
terapéuticos. Com isso, surgiu a oncologia experimental, um ramo da oncologia que
utiliza tumores transplantaveis na elucidacdo de questbes relevantes dentro da
tematica do cancer, e um modelo amplamente empregado nessa area é o tumor de
Ehrlich. (BABA; CATOI, 2007; MERTENS et al., 2015).

Descrito por Paul Ehrlich em 1905, o tumor de Ehrlich € uma neoplasia

experimental originada do adenocarcinoma mamario murino, transplantavel, de facil
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monitoramento, com um rapido crescimento e carater agressivo (R1ZZO, 2000). Na
oncologia experimental, tal modelo é bastante utilizado como uma ferramenta para
responder perguntas relacionadas a influéncia de diferentes tipos de carcin6genos
no surgimento de tumores, acdo antineoplasica de diferentes moléculas, aspectos
imunologicos, bioquimicos ou terapéuticos e cinética tumoral (AGRAWAL et al.,
2001; SAAD; HASSANIEN; EL-LBAN, 2017, SYMCHYCH et al., 2017). A sua vasta
aplicacdo em pesquisa decorre, também, da facilidade em quantificar as células
tumorais, resultando na possibilidade de padronizacéo e ajuste da concentracdo a
ser inoculada em animais experimentais. Além disso, € um modelo de baixo custo,
capaz de desenvolver-se na maioria das linhagens de camundongos — sendo
BALB/c e Swiss as comumente utilizadas — e ndo apresenta regressao espontanea
(CHEN; WATKINS, 1970; OZASLAN et al., 2011).

Morfologicamente, as células do tumor de Erlich caracterizam-se por um
ndcleo denso, redondo ou ovoide, citoplasma escasso e variagdo de tamanho e
forma, também chamado de anaplasia (GUERRA, 1983). Em andlise histoldgica, o
tumor apresenta fibras coldgenas e capilares neoformados, extensas areas de
necrose decorrentes da intensa morte das células neoplasicas mesmo na primeira
semana de inoculacdo, alto indice mitético e elevada invasividade (FRAJACOMO et
al., 2016; THAPLIYAL et al., 2019; DA SILVA et al., 2017).

A proliferagédo celular acelerada e agressividade, caracteristicas desejaveis
pela perspectiva experimental, advém da ndo expressdo de MHC classe Il por essa
linhagem tumoral que reflete na baixa imunogenicidade observada nesse tipo de
tumor. Acredita-se que esse fendtipo foi adquirido ap6s sucessivas passagens in
vitro com o intuito de obter uma linhagem maligna transformada (CHEN; WATKINS,
1970).

Originalmente, o crescimento do tumor de Ehrlich se dava de forma sélida,
contudo, em 1932 Loewenthal e Jahn passaram a utilizar o tumor de forma ascitica.
Portanto, seu desenvolvimento esta intrinsecamente relacionado com a via de
inoculacao, podendo ocorrer de forma ascitica (quando inoculado via intraperitoneal)
ou solida (quando inoculado via subcutédnea ou intramuscular). Apés a inoculagdo
das células via intraperitoneal, progressivamente ocorrera o0 aumento do niumero de
células tumorais e volume de liquido ascitico, sendo esse aumento de volume

relacionado ao aumento da permeabilidade dos capilares no peritbnio e 0 processo
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inflamatorio local decorrente das células tumorais naquela regido e a liberacdo de
substancias por células mortas (FASTAIA; DUMONT, 1976).

A sobrevida dos animais portadores do tumor em sua forma ascitica tende a
ser menor em comparacao a aqueles cujo o desenvolvimento do tumor se deu de
forma solida. Acredita-se que um dos motivos para tal comportamento € a elevada
hemorragia intraperitoneal, visto que camundongos com tumor ascitico que tiveram
sua morte retardada apresentaram liquido ascitico menos hemorragico em
comparacdo a animais que morreram em menor intervalo de tempo. A presséo
mecanica exercida pelo fluido e substancias toxicas liberadas pelas células tumorais
também influenciam no tempo de sobrevivéncia dos animais (KLEIN; KLEIN, 1951;
HARTVEIT, 1963).

A forma solida, por sua vez, ocorre quando as células sdo inoculadas via
intramuscular ou subcutéanea. Logo apds a inoculacdo, ocorre migracdo de células
pré inflamatérias e formacdo de edema em decorréncia ao estresse mecanico
sofrido. H& também a migracdo das células tumorais para os linfonodos de
drenagem mais préximos ao sitio inflamado, o que causa a proliferacédo de linfocitos
e 0 aumento do tamanho desses 6rgaos. Esta caracteristica permitiu a validacédo de
um método para estudo de metastases, uma vez que ocorre disseminacao linfaticas
das células cancerigenas através dos linfonodos (DAGLI; GUERRA; SALDIVA,
1992). De maneira geral, a forma soélida apresenta crescimento mais lento em
comparacao ao tumor ascitico devido a alta taxa de morte celular e alteragdes em
caracteristicas metabdlicas no microambiente tumoral como a oxigenacao do tecido
e a concentracdo de nutrientes. O pico de crescimento tumoral tende a ocorrer sete
dias ap6s a inoculacdo, apresentando uma massa palpavel de superficie lisa e
formato irregular (GARE, 2008; GUERRA, 1983).

De acordo com o0s principios da oncogénese atual, para que ocorra o
aparecimento de um tumor é necessario entre duas a seis (ou mais) mutacdes
genéticas interferindo em mecanismos fisioloégicos de reparo, diferenciacao,
proliferacdo e morte celular, sendo raras as vezes que uma Unica mutacao € capaz
de desencadear uma neoplasia (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). Nao obstante,
organismos estao suscetiveis ao eventual surgimento de neoplasias, resultando na
necessidade de eliminacdo destas células pelo sistema imunolégico através de um
evento caracterizado como imunovigilancia, capaz de reconhecer e promover a

morte de células tumorais em desenvolvimento (ZITVOGEL et al., 2016). As células
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efetoras deste processo séo linfécitos T (helper e citotdxico), linfocitos B, células NK,
macrofagos e células dendriticas. No caso de tumores colorretais e melanoma, a
presenca destas células no infiltrado estdo atreladas a um bom prognostico,
enquanto em cancer de mama, ocorre o inverso (PAGES, et al., 2010; TSUTSUI et
al., 2005).

No desenvolvimento tumoral decorrente da inoculacdo das células de
Ehrlich, diferentes perfis de resposta podem ser observados a depender da
concentragdo celular inoculada, numero de dias de crescimento do tumor ou da
linhagem de camundongo utilizada. Fernandes e colaboradores (2015) observaram
uma diminuicdo de células polimorfonucleares e aumento de células mononucleares
24 horas apés a inoculagdo do tumor, assim como o aumento de mediadores
inflamatorios como Oxido nitrico e PGE2. Citocinas como IL-18, IFN- y e IL-10

também apresentaram aumento em diferentes tempos ao longo do experimento.

2.2 OUABAINA

Os glicosideos cardiotonicos sdao uma classe de compostos naturais que
apresentam grande diversidade estrutural, mas partiham o mesmo nucleo
esteroidal, responsavel pela atividade deste grupo (SCHONFELD et al., 1985).
Dentre as substancias inseridas nesta categoria encontra-se a ouabaina, um
glicosideo cardiotbnico estruturalmente formado por um esteroide (oubagenina) e
um acucar (ramnose) unidos por ligacdes glicosidicas (LEITE, 2012).
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FIGURA 1. Estrutura quimica da ouabaina
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Inicialmente, a ouabaina foi encontrada em algumas plantas da familia
apocynacea, mais especificamente nas cascas da arvore Acokanthera ouabaio e em
sementes maduras de Strophanthus gratus e Strophanthus kombé. Em 1785,
digitalicos como a ouabaina foram introduzidos na clinica por Willian Withering para
o tratamento de certas arritmias, choque e principalmente insuficiéncia cardiaca
(WILKINS; KENDALL; WADE, 1785).

Esse digitalico possui a capacidade de inibir a Na*/K*-ATPase pela ligacéo
no dominio extracelular da subunidade alfa, resultando em um desbalanco
hidroelétrico em decorréncia do aumento citoplasmatico de sddio e diminuicao dos
niveis do ion potassio. Como um reflexo ao aumento intracelular de sédio, ocorre
uma diminuicdo da atividade do trocador Na*/Ca?* resultando em uma maior
concentracédo de Ca?* livre no interior da célula (WENCESLAU, 2007).

No ano de 1991, Hamlyn descreveu a ouabaina como sendo uma substancia
enddgena, circulante no plasma de mamiferos superiores, e da perspectiva
estrutural, biolégica e imunolégica, uma molécula indistinguivel da encontrada em
vegetais (HAMLYN et al., 1991). A partir disto, a ouabaina passou a ser considerada
um hormonio, presente até mesmo no liquido cefalorraquidiano (DVELLA et al.,
2011), cujo papel fisiolégico precisava ser compreendido.

A biossintese da ouabaina enddgena ocorre na hipdfise, glandula adrenal,
hipotalamo e regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) (GOTO et al., 1992;
SCHONER, 2000; PAMNANI et al., 1981) e sua concentracdo pode variar entre
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50pM e 80nM (FERRANDI et al., 1997). Alteracdes na sintese ou liberacdo deste
horménio estdo relacionados com o estado fisiologico do organismo, sendo
influenciada por estresse agudo decorrente do exercicio fisico, metabolismo de
hormonios esteroides (HAMLYN et al., 2003), aumento da concentracdo de soédio,
angiotensina Il, norepinefrina (BAUER et al, 2015) e horménio adrenocorticotréfico
(DE WARDENER, 1961). Em humanos, alteracdes na sintese ou concentracdo da
ouabaina se relaciona com a génese de doencas como insuficiéncia renal crénica
(HAMLYN et al., 1996), insuficiéncia cardiaca congestiva (GOTTLIEB et al, 1992) e
infarto agudo do miocéardio (BAGROV et al., 1994).

Sabe-se que baixas concentracfes de ouabaina ndo sdo capazes de inibir
totalmente a enzima Na'/K*-ATPase, no entanto, promovem alteracdes
conformacionais nessa enzima que por sua vez, resulta na ativacdo de vias de
sinalizacdo que regulam processos como crescimento, proliferacdo e motilidade
celular. (AIZMAN et al., 2001; FONTANA et al., 2013).

2.2.1 Ouabaina e o Sistema Imunoldgico

Embora o papel fisiolégico da ouabaina néo esteja completamente
elucidado, sua classificacdo como uma molécula imunomoduladora é algo difundido
na comunidade cientifica, visto que possui a capacidade de modular diversos
mecanismos do sistema imune (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017 ECHEVARRIA-
LIMA et al., 2003).

Em timécitos, células precursoras dos linfécitos T, a OUA apresentou um
efeito inibitorio frente a diferentes mitgenos como concanavalina-A (RODRIGUES-
MASCARENHAS et al, 2009) éster de forbol (TPA) (OLEJ et al., 1994) e IL-2
(STOECK; NORTHOFF; RESCH, 1983). Nessas mesmas células murinas, esse
glicosideo foi capaz de induzir a expressdo de CD69, uma molécula importante para
a maturacdo dos timocitos, através do influxo de calcio do meio extracelular
(RODRIGUES-MASCARENHAS et al, 2003). Este horménio também esta
relacionado a processos apoptoéticos, uma vez que a despolarizacdo da membrana
plasmatica induzida pela inibicdo da Na*/K* ATPase por altas concentracdes de
ouabaina reduz os niveis de K+ e induz a atividade das caspases (BORTNER et al.,
1997). Tal influencia foi comprovada através da morte por apoptose em ceélulas
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Jurkat (ORLOV et al., 1999), linfécitos ativados (ESTEVES et al., 2005) e do sangue
periférico (ANNER et al., 1994).

Diversos trabalhos do nosso grupo corroboram o papel imunomodulador da
ouabaina (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017). Em modelo de inflamagdo pulmonar
alérgica, a ouabaina foi capaz de modular os niveis de IL-4, IL-13 e IFN-y, bem
como inibir o recrutamento de linfécitos CD3* e reduzir o influxo de eosindfilos para o
pulmdo (GALVAO et al, 2017). Adicionalmente, esse glicosideo modula
negativamente a inflamagédo desencadeada por Leishmania amazonenses,
reduzindo a migracao de neutrofilos para a cavidade peritoneal e diminuindo o nivel
das citocinas TNF-a e IFN-y (JACOB et al., 2013). A ouabaina também foi capaz de
inibir eventos atrelados a inflamacgéo aguda e reduzir o edema de pata induzido por
diferentes agentes flogisticos, como a carragenina, composto 48/80 e zimosan, e
diminuir o extravasamento de exsudato para a cavidade peritoneal (DE
VASCONCELOS et al., 2011).

Estudos in vivo apontam ainda o sinergismo da ouabaina com
glicocorticoides modulando a diferenciagcdo de linfécitos B, visto que apdés o
tratamento com ouabaina, 0s animais apresentaram diminuicdo no namero destas
células no sangue periférico, baco e medula 6ssea (RODRIGUES-MASCARENHAS;
DOS SANTOS; RUMJANEK, 2006). Adicionalmente, em modelo de inflamacdo aguda
induzida por zimosan, a ouabaina foi capaz de reduzir os niveis de IL-18 e TNF-a,
além da migracdo de neutrdéfilos para o peritdbnio decorrente da inibicdo do NF-kB
(LEITE et al., 2015).

Apesar das pesquisas delinearem progressivamente o papel anti-inflamatorio
da ouabaina (CAVALCANTE-SILVA et al., 2017), pouco se entende sobre a acéo
deste horménio em situacbes de desenvolvimento tumoral. Considerando que o
processo inflamatério estd positivamente associado ao crescimento tumoral
(WALLACE, 2002), esse trabalho teve como objetivo estudar o efeito dessa

molécula no modelo experimental de tumor sélido de Ehrlich.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do tratamento com ouabaina no modelo experimental de
tumor sélido de Ehrlich, pela analise da formacéao do edema de pata e do linfonodo
de drenagem.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em animais pré-tratados ou ndo com a ouabaina:
e Analisar a evolucdo do crescimento tumoral através da averiguacdo da
formacéo do edema de pata e do peso tumoral;

e Observar o efeito da ouabaina no linfonodo popliteo (linfonodo de drenagem)

pela andlise do seu peso e celularidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos fémeas
nao isogénicos da linhagem Swiss, com idade entre 6 e 8 semanas e peso corporal
entre 25 e 30g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Professor Thomas George
da Universidade Federal da Paraiba e foram mantidos em suas instalagbes com
agua e racédo ab libtum, submetidos a ciclos claro-escuro de 12 horas em salas com
temperatura entre 21+-1 °C. Os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal do Instituto de Pesquisa de Farmacos e
Medicamentos/UFPB com o nimero 093/2016.

4.2 TUMOR ASCITICO DE EHRLICH E PREPARO PARA INOCULACAO

E caracteristico desta linhagem celular o desenvolvimento do tumor ascitico,
independente da forma de crescimento objetivada no estudo in vivo, isto porque é a
partir das células obtidas em suspensdo que se realiza o transplante subsequente
em animais. Para tal, criotubos previamente congelados seguiram o protocolo de
descongelamento descrito por PERES e CURI, 2005. A viabilidade foi determinada
pela contagem em camara de Neubauer utilizando o corante Azul de Trypan e a
concentracdo ajustada para 1x10® em um volume de 300 pL por animal. A
inoculacdo foi feita via i.p nos camundongos, visando, posteriormente, a
transferéncia de células para outro animal, o que € referido como repique.

Cinco dias apdés o primeiro repique, o camundongo foi submetido a
eutanasia e o liquido ascitico formado na cavidade peritoneal foi removido,
seguindo-se entdo os procedimentos de contagem e inoculagdo descritos acima.
Apenas a partir das células provenientes do segundo repique realizou-se a

inoculacdo em pata.

4.3 FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS E PRE-TRATAMENTO COM A
OUABAINA
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A fim de avaliar o efeito do pré-tratamento com ouabaina no
desenvolvimento do tumor Sdlido de Ehrlich, camundongos foram separados
aleatoriamente em diferentes grupos e acondicionados em caixas de polipropileno.

O esquema de divisdo e tratamento esté ilustrado na figura 2.

FIGURA 2. Esquema demonstrativo das etapas de pré-tratamento e inoculacdo em camundongos
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Durante trés dias consecutivos foram realizadas injecdes (i.p) nos grupos
cabiveis, sendo o ultimo pré-tratamento realizado uma hora antes da inoculacdo do
tumor. Utilizou-se uma concentracdo de 0,56 mg/kg de ouabaina, previamente
utilizada em outros trabalhos do nosso grupo (RODRIGUES-MASCARENHAS et al.
2006; DE VASCONCELOS, et al., 2011; JACOB et al., 2012; LEITE et al., 2015;
GALVAO et al., 2017) em um volume de 200 uL para cada animal. O mesmo volume
de solucdo salina foi injetada pela mesma via no grupo tumor para mimetizar o

estresse sofrido pelas injegdes.

4.4 INOCULACAO DO TUMOR NO COXIM PLANTAR
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Para o desenvolvimento da forma solida, as células de Ehrlich provenientes
do repique foram ajustadas para uma concentragdo de 1x10° células/animal em 50 pl
e foram inoculadas, de forma subcutéanea, no coxim plantar da pata esquerda. No
membro contra-lateral foi injetado solugdo salina no mesmo volume para mimetizar
as respostas locais que ocorrem em detrimento da injdria mecanica.

No 13° dia de desenvolvimento tumoral, os animais foram eutanasiados,
suas patas foram medidas com micrémetro (Digimess), os linfonodos popliteos da
pata direita e esquerda foram removidos, pesados, macerados e a suspensao

celular obtida foi contada em camara de Neubauer.

4.5 EUTANASIA

Uma solucdo de ketamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg foi injetada via
intramuscular. Apdés a anestesia do animal, foi realizado o deslocamento cervical.
Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
orientacdbes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

4.6 ANALISE DO DESENVOLVIMENTO TUMORAL

A espessura da massa tumoral em desenvolvimento foi medida com o
auxilio de um micrémetro digital (Digimess) uma hora ap6s a inoculacdo, 24 horas
depois e posteriormente a cada quatro dias até a eutanasia. Este intervalo de tempo

foi estabelecido pensando em minimizar o estresse aos animais.

4.7 REMOCAO E PESAGEM DO LINFONODO POPLITEO

ApoOs a eutandsia, foi feita a assepsia do animal com alcool 70% e realizada
uma incisdo com o intuito de expor a area onde localiza-se o linfonodo em questao.
ApoOs a cautelosa remocao com o auxilio de pingas cirurgicas, o orgao foi pesado em

balanca eletrénica de precisdo em filtro de papel.
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4.8 PESO DO TUMOR

Os coxins plantares direito e esquerdo foram removidos pela desarticulagcéo
das patas na juncao tibio-tarsica seguido de pesagem em balanca eletrbnica de
precisao (JUNIOR et al., 2007).

4.9 CONTAGEM CELULAR TOTAL E DIFERENCIAL DO LINFONODO POPLITEO

Linfonodos da pata esquerda e direita foram macerados em placa de Petri
com o auxilio de um embolo de seringa e uma peneira de polipropileno em 6éml de
solugcédo salina. Esta suspenséo foi centrifugada, o sobrenadante desprezado e o
pellet formado ressuspendido em 1 mL de solucdo salina, onde uma aliquota de 10
pL foi retirada para contagem em camara de Neubauer com o azul de Trypan na
proporcéo de 1:10 respectivamente.

Para contagem diferencial, 200 puL de suspensdao de células foi centrifugado
em centrifuga citospin a 1500 rpm por 10 min. Em seguida, as laminas foram
coradas com kit Pandtico, composto por uma solucdo fixadora (etanol), corante
basofilo (eosina) e corante acidofilo (azul de metileno), onde as laminas ficaram
submergidas em diferentes tempos estipulados pelo fabricante. Apés a secagem por
24 horas em temperatura ambiente, as laminas foram percorridas até a contagem de
100 células diferenciadas em macréfagos, linfocitos e neutréfilos baseados em sua

morfologia.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pelo método de andlise de variancia
(ANOVA) nédo paramétrico com pos-teste de Tukey. Para as analises foi utilizado o
programa Graph Pad Prism versao 6.0, os valores com p< 0,05 foram considerados

significativos (Graph Pad Software Inc., San Diego, U.S.A.).



5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM OUABAINA

5.1.1 Crescimento do Tumor

24

A partir da inoculacdo das células de Ehrlich no coxim plantar de

camundongos Swiss, foi possivel observar um aumento progressivo no tamanho e

peso tumoral.

Na primeira medicdo e 24 horas apOs a inoculacdo do tumor, ndo foi

possivel observar diferenca em relacdo as patas direita e esquerda dos grupos

experimentais. Contudo, a partir do quinto dia de desenvolvimento tumoral foi

possivel constatar a evolu¢éo do crescimento do tumor com diferenca significativa

entre os grupos. Observa-se ainda um pico de crescimento ap0s 0 nono dia em

ambos 0s grupos que possuiam tumor (Figura 3).

Gréfico 1. Evolucdo do tamanho do tumor sélido ao longo dos dias nos diferentes grupos estudados.
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PE = Pata Esquerda; PD = Pata Direita. **** (p<0,0001) e ** (p<0,01) quando comparado a

pata esquerda do grupo tumor.
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Apenas as patas esquerdas foram representadas graficamente visto que os
animais nao recebem células tumorais na pata direita.

A inoculagdo de células tumorais na pata do animal causou o
desenvolvimento do tumor sélido e um aumento progressivo de 38%, 71% e 151%
na espessura da pata do animal, no quinto, nono e décimo-terceiro dias
respectivamente. Os resultados obtidos indicam ainda, que a ouabaina foi capaz de
diminuir o desenvolvimento da massa tumoral em 15%, 21% e 14,5% em
comparagcdo com 0 grupo ndo tratado, em todo o periodo avaliado (Figura 3). O
tratamento apenas com a oubaina na auséncia de células tumorais nao interfere no

crescimento das patas.

5.1.2 Peso do Tumor

A partir da inoculacdo de células viaveis e de comportamento agressivo em
camundongos saudaveis, espera-se o desenvolvimento do tumor no local de injecao.
O peso do tumor reflete proporcionalmente o crescimento tumoral, portanto,

compreende-se 0s valores obtidos para cada um dos grupos (Figura 4).
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Grafico 2. Peso das patas direita e esquerda dos grupos experimentais no 13° dia desenvolvimento
do tumor sélido de Ehrlich.
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PD = Pata Direita; PE = Pata Esquerda. *** p<0,001 quando comparado a pata esquerda do grupo
tumor.

A administracdo de solucdo salina nas patas contra-lateral (PD) a que foi
injetada o tumor (PE) representa o controle experimental e demonstram um grau de
similaridade por terem sido submetidas ao mesmo estresse mecanico no inicio na
experimentacéo, sem apresentaram modificagcdes quanto ao peso das patas.

Em relacdo ao grupo tumor, a pata esquerda (PE) inoculada com células
tumorais apresentou aumento de 44,5% do seu peso em relagcdo a pata controle
(PD). No entanto, o pré-tratamento com a ouabaina foi capaz de reduzir em 17% o
aumento do peso da pata desencadeado pela inoculacdo de células tumorais
guando comparado ao grupo tumor. Constatou-se também que a ouabaina

isoladamente nédo é capaz de modificar o peso das patas.
5.1.3 Peso do Linfonodo Popliteo

Apos treze dias de crescimento tumoral, foi observado aumento de volume
dos linfonodos popliteos removidos da pata esquerda dos grupos tumor e Tumor +
OUA. Linfonodos removidos das patas contra-laterais dos grupos experimentais, e

da pata esquerda do grupo OUA, apresentaram pesos semelhantes.
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Graéfico 3. Peso do linfonodo popliteo removido das patas direita e esquerda dos animais
experimentais.

0.04-
@ | kkkk
9 0.03-
5 |
c
i
€ 0.02-
0 [
T
0 0.01-
0
[
o —_—
0,00 NN , mill , R — :
OUAPD OUA PE Tumor PD TumorPE  Tumor+OUA PD Tumor+QUA PE
Grupos experimentais

PD = Pata Direita; PE = Pata Esquerda. **** p<0,0001 quando comparado a pata esquerda do grupo
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A reducéo de 48% observada entre o peso do 6rgao do grupo nao tratado e
0 pré-tratado com a ouabaina demonstra, novamente, a influéncia deste horménio
sobre o modelo experimental de tumor sélido de Ehrlich. Os linfonodos das patas
controle (PD) e das patas do grupo apenas pré-tratado com ouabaina nao

apresentaram diferenca significante entre seus pesos.

5.1.4 Contagem de Células Totais

Os valores obtidos a partir da suspensao celular proveniente da maceracao
dos linfonodos popliteos das patas com tumor ndo foram capazes de apontar
mudancas significantes entre as patas esquerda do grupo Tumor e do grupo Tumor
+ OUA.

Também né&o foi possivel observar mudancas significativas no namero de
células totais entre os linfonodos controle e o 6rgdo da pata esquerda do grupo
OUA.
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Grafico 4. Contagem celular dos linfonodos popliteos ap6s o processamento.
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5.1.5 Contagem Diferencial

A contagem diferencial de células a partir da suspensdo obtida com a
maceracao do linfonodo popliteo apresenta a predominancia de linfécitos, seguido
de macréfagos e neutréfilos e, nesta Ultima, a porcentagem de células nao foi

superior a 1% nos grupos experimentais (tabela 1).

Tabela 1. Contagem diferencial das células obtidas a partir do linfonodo popliteo.

LINFOCITO MACROFAGO NEUTROFILO
OUA PD | 87 +4,2 12,7 + 18,5 0,3+0,5
OUA PE | 98,3+2,8 1,7+28 0
TUMOR PD | 76+ 2.9 3,7+2,6 0,3+0,7
TUMOR PE | 89,50 + 6,3 9,9+5,9 0,5+0,6
TUMOR+OUA PD | 93,6 + 8,2 6,2 +8,2 0,2+04
TUMOR+OUA PE | 94,6 + 4,2 52+4,.2 0,2 + 0,44

PE = Pata Esquerda; PD = Pata Direita. Os resultados expressam a média do nimero de células
(1x10°%) nos diferentes grupos experimentais.

N&o foi possivel constatar diferencas significativas entre os tipos celulares

quando observados isoladamente em cada um dos grupos experimentais.
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6 DISCUSSAO

O tumor de Ehrlich € um carcinoma da glandula maméaria de camundongos
fémea, espécie-especifico, de comportamento agressivo e rapido crescimento. Tal
linhagem é bastante utilizada na oncologia experimental, ramo da oncologia que
utiliza tumores transplantaveis, mantidos em cultura celular ou através de passagens
subsequentes em animais imunocompetentes, para analise da influéncia de
carcindgenos quimicos, fisicos ou biologicos em diferentes aspectos atrelados ao
desenvolvimento tumoral (PALERMO-NETO, 2003).

O desenvolvimento de neoplasias malignas e o processo inflamatdrio séo
eventos intimamente ligados. Inflamacgdes crbnicas tornam individuos susceptiveis a
progressao de diferentes tumores (MANTOVANI et al, 2008; DIAKOS et al, 2014).
Em paralelo, o surgimento do cancer consegue cooptar células da resposta imune
inata para a liberacdo de moléculas sinalizadoras como citocinas e quimiocinas,
capazes de promover mudancas na estrutura de tecidos, formacao de novos vasos
ou outros eventos que auxiliam na progresséo tumoral (MANTOVANI, 2005).

Apesar da caracteristica classica de inibicdo da Na*/K* ATPase, diversos
eventos celulares e moleculares podem ser modulados por este horménio, dentre
eles a resposta imunologica (DE VASCONCELOS et al., 2011; ECHEVARRIA-LIMA;
RUMJANEK, 2006; LEITE et al., 2015; RODRIGUES MASCARENHAS et al., 2009,
CAVALCANTE et al., 2017; GALVAO et al, 2017; JACOB et al., 2013;
RODRIGUES-MASCARENHAS et al., 2006). Um trabalho anterior desenvolvido pelo
nosso grupo demonstrou a capacidade da ouabaina em modular as células do
sistema imune na cavidade peritoneal através da diminuicdo do numero de
neutréfilos e macréfagos, bem como o aumento de linfécitos, em modelo
experimental de tumor ascitico de Ehrlich, apresentando, portanto, novas ideias
sobre a influéncia da ouabaina em meio biol6gico (SALMERON, 2018).

A curva de crescimento do tumor, assim como o aumento do peso tumoral,
sao fatores interdependentes e que refletem a cinética de crescimento bem como a
capacidade de desenvolvimento da linhagem. Estes dois parametros sdo o0s
indicadores mais comumente utilizados para verificar a progressdo de tumores
solidos (CONSTANTINO; SEROTINI; MATSUMOTO, 2017). De acordo com Dagli
(1992), nas primeiras 48 horas, observa-se aumento da espessura das patas

seguida de uma subita diminui¢éo, e s a partir deste intervalo, ocorre o crescimento
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exponencial decorrente da inoculagdo do tumor. Este fenémeno resulta do estresse
mecanico causado no momento da inoculacdo tumoral, que induz uma resposta
inflamatoria local (JUNIOR et al. 2007). Contudo, observamos que 24 horas apés a
inoculacdo, o inchaco resultante ja havia se dissipado e espessura das patas
estavam préximas ao nivel normal. Portanto, os dados obtidos a partir da terceira
medicdo, realizada no quinto dia de desenvolvimento tumoral, podem ser
desvencilhados do edema de pata e atribuidos ao crescimento do tumor sdlido. O
que corrobora tal afirmativa é que este comportamento foi observado também nas
patas contra-laterais e na pata esquerda do grupo OUA, que receberam apenas
solucédo salina (dados ndo mostrados) e mantiveram sua espessura estavel nas
medicdes subsequentes.

Diferente da forma ascitica, onde o pico de proliferacdo tumoral ocorre nos
sétimos primeiros dias, o tumor solido apresenta a potencializacdo do seu
crescimento de forma mais tardia, a partir do sétimo dia. O provavel motivo para tal
diferenca sdo as condi¢cdes mais propicias ao crescimento do tumor no peritdnio
devido a maior oferta de espaco, de nutrientes e auséncia de tensdes. (SILVA,
SANTOS; CASSALI, 2006).

Um trabalho anterior do nosso grupo apresentou a interferéncia negativa da
ouabaina no modelo de desenvolvimento ascitico do tumor de Ehrlich em 3 dias de
crescimento tumoral, sendo possivel constatar a agressividade da linhagem através
do aumento de aproximadamente quatro vezes no nimero de células na cavidade
peritoneal em relacdo ao grupo saudavel (SALMERON, 2018). No presente trabalho,
apesar do crescimento ser observado desde o quinto dia, nossos resultados
demonstram um pico de crescimento a partir do nono dia de inoculagdo do tumor,
com a maior espessura da pata sendo observada no décimo terceiro dia. Estes dois
resultados apontam para uma conformidade em relacdo ao comportamento das
linhagens mantidas em nosso laboratério, caracteristica importante quando se pensa
em reprodutibilidade cientifica e comparacdo com outros achados descritos na
literatura.

Constatamos que o pré-tratamento com a ouabaina foi capaz de reduzir o
crescimento do tumor em comparagdo ao grupo nao tratado, indicando a capacidade
da ouabaina de interferir no desenvolvimento tumoral. Além disto, o peso do tumor,
diretamente relacionado com a evolugdo tumoral, apresentou menores valores no

grupo pré-tratado com a ouabaina por trés dias consecutivos.
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Ha diversas lacunas no conhecimento relativo a diminuicdo do crescimento
de tumores solidos, no entanto, diversos estudos apontam a prostaglandina E2
como um fator associado ao crescimento tumoral (DONG et al., 2014,
CONSTANTINO; SEROTINI; MATSUMOTO, 2017). Trabalhos utilizando o tumor de
Ehrlich in vivo demonstram o aumento expressivo de PGE2 em diferentes condicdes
experimentais (FECCHIO et al., 1990; DE-MATOS-GOMES et al, 2008; KANENO et
al., 2004). Paralelamente, a ouabaina mostrou-se capaz de reduzir a formagédo do
edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos através da inibicdo de
PGE2 e outros mediadores inflamatérios (DE VASCONCELOS et al, 2011). Desse
modo, tem-se a possibilidade da ouabaina interferir no crescimento tumoral pela
modulacdo moléculas ou vias atreladas a PGE2.

Utilizando modelos in vitro, diversos trabalhos apontam a capacidade da
ouabaina de intervir no crescimento tumoral em diferentes linhagens celulares
(WINNICKA et al., 2008; SIMPSON et al., 2009; RIGANTI et al, 2009). Entretanto,
considerando que em baixas concentragbes a ouabaina ndo é capaz de inibir a
bomba de Na*/K*-ATPase e atendo-se apenas a resultados que utilizem a ouabaina
nestas condicbes, é possivel constatar que este glicosideo € capaz de atenuar o
crescimento tumoral principalmente por induzir vias apoptéticas (HARWOOD;
YAQOOB, 2005; HUANG et al, 2004; KULIKOV et al, 2007) sugerindo portanto,
uma alternativa para o que foi observado, além sugerir outras possibilidades de
investigacao para os resultados obtidos.

Os linfonodos sao 6rgaos de disseminacao linfatica espontanea para esta
linhagem tumoral e parece haver uma correlacdo entre a quantidade de células
inoculadas no coxim plantar e as células presentes no linfonodo popliteo.
Adicionalmente, sabe-se que o tamanho do linfonodo esta associado a metastases
em humanos e camundongos. Durante a resposta imunolOgica, pode ocorrer
aumento de tamanho e remodelamento do linfonodo em um evento denominado
linfangiogénese, comumente presente em tumores solidos decorrente da
modificacdo da drenagem e aumento do fluxo linfatico através destes linfonodos
(HABENICHT et al., 2017).

Constatamos que os linfonodos popliteos das patas esquerdas dos grupos
cuja as ceélulas foram inoculadas no coxim plantar, apresentaram maior volume em
relacdo as patas que receberam apenas solucédo salina. Além disto, o grupo pre-

tratado com ouabaina apresentou reducdo significativa no peso do linfonodo em
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comparacdo ao grupo ndo tratado. O aumento do peso observado pode estar
atrelado a migracdo de células tumorais, as quais aumentam a estimulacdo de
células linfoides. Conforme o esperado, as patas contra-lateral dos grupos Tumor e
Tumor + Ouabaina, bem como as patas direita e esquerda do grupo Ouabaina
apresentaram pesos semelhantes.

A partir da contagem celular total foi possivel constatar o aumento do
namero de células nas patas inoculadas com o tumor de Ehrlich, no entanto, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos tratado e ndo tratado com ouabaina.
Esses dados sugerem que a reducdo do volume induzida pela ouabaina esta
associada a modificacBes na drenagem linfatica do 6rgéao. Esse dado esta de acordo
com trabalhos de nosso grupo, onde foi constatado a capacidade da ouabaina em
reduzir a permeabilidade vascular e o edema (DE VASONCELOS et al, 2011; LEITE
et al, 2015).

A contagem diferencial demonstrou a presenca majoritaria de linfécitos,
seguido de macréfagos e raros neutréfilos em todos os grupos experimentais, sem
alteracdes significativas entre os grupos. Em condicdes fisiologicas, a populacdo
predominante nos linfonodos séo linfocitos maduros, entretanto, em resposta a
estimulacdo antigénica, células do plasma podem ser encontradas no 6rgdo em

decorréncia de mudancas estruturais encontradas no érgéao.
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7 CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados observados, foi possivel concluir que a ouabaina
€ capaz de modular negativamente o desenvolvimento do tumor solido de Ehrlich
por diminuir o crescimento tumoral e reduzir o peso do tumor e do linfonodo popliteo.
Observou-se também que esse hormdnio ndo foi capaz de interferir nas patas
contra-laterais dos grupos experimentais. Este trabalho apresenta novas
perspectivas acerca do potencial antitumoral da ouabaina e expande as

possibilidades de aplicacdo dessa molécula.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
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Certificamos que o projeto intitulado “Resisténcia a Multiplas drogas em células tumorais —
Estudo colaborative para investigar o fendtipo e a sensibilidade de agentes
quimioterapicos com diferentes alvos celulares”, protocolo n2 0932016 sob a
responsabilidade da pesquisadora Dra. Marcia Regina Piuvezam — que envolve a producio,
manutencdo efou a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com
o5 preceitos da Lei n? 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pele Conselho MNacional de controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB) em reunido de 19/04/2017.
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