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RESUMO

Jacob GG. Evolugdo clinica e atividade de gelatinases apos aplicacao
intraperitoneal de BCG em camundongos com tumor de Ehrlich. Sdo

Paulo; 2004. [Dissertacdo de Mestrado — Fundacao Anténio Prudente]

INTRODUGAO: A disseminagdo peritoneal do cancer depende da
proliferagdo celular, da degradagéo da matriz extracelular, da adesao celular,
da angiogénese e da resposta imune. As metaloproteinases (MMPs) s&o
capazes de degradar a matriz extracelular e estdo relacionadas aos
processos de invasdo, metastatizagdo e angiogénese das neoplasias. A
carcinomatose peritoneal e a ascite neoplasica caracterizam-se pela
resposta precaria ao tratamento oncolégico. A aplicacgo de BCG
intraperitoneal (IP) constitui uma tentativa de estimular o sistema imunitario
no local do tumor. Este método foi investigado em relagdo a evolugéo clinica
e a expressdo e atividade de metaloproteinases em camundongos com
tumor de Ehrlich.

MATERIAIS E METODOS: Foram realizados dois experimentos distintos. 1)
Inoculagzo IP de 3 x 10° células do tumor de Ehrlich (n=105) para estudar a
evolucéo clinica dos animais e a expressdo de MMP-9 nos implantes
neoplasicos peritoneais. 2) Inoculaggo IP de 1 x 107 células do tumor de
Ehrlich (n=12) para analise da atividade gelatinolitica (MMP-2 e MMP-9) na

ascite neoplasica por zimograma em gel de SDS/PAGE co-polimerizado com



gelatina. O periodo de acompanhamento foi de 50 dias no primeiro
experimento e 10 dias no segundo experimento.

RESULTADOS: Todos os animais apresentaram implantes peritoneais
neoplasicos ou ascite. Os animais dos grupos controle (PBS) e tratamento
(BCG) apresentaram evolugdo semelhante com relagdo ao peso e a
sobrevida. Entretanto, a sobrevida dos animais que receberam doses
repetidas de BCG foi menor do que a dos animais tratados com dose unica
de BCG (p= 0,0343). Os camundongos que desenvolveram ascite
apresentaram menor sobrevida (p< 0,05). A expressdo de MMP-9
correlacionou-se com pior evolugdo nos animais do subgrupo tratado com
dose unica de BCG (p=0,0361). A atividade gelatinolitica de MMPs no
liquido ascitico foi maior na ascite dos animais que receberam aplicagdes de
BCG (p<0,05).

CONCLUSAO: Os animais tratados com doses repetidas de BCG
apresentaram menor sobrevida quando comparados aqueles tratados com
dose Unica de BCG. Os resultados deste estudo indicam que os
camundongos com tumor de Erhlich tratados com BCG apresentam maior
expressao de MMP-2 e MMP-9 nos espécimes tumorais e maior atividade

gelatinolitica dessas duas enzimas no liquido ascitico, com pior evolugao.



SUMMARY

Jacob GG. Interplay between Bacillus Calmette-Guérin (BCG) and
metalloproteinases (MMPs 2 and 9) on survival of Ehrlich ascites
carcinoma in mice. Sao Paulo, 2004. [Master Degree Thesis — Fundagéo

Antbénio Prudente].

INTRODUCTION: The dissemination of cancer on the peritoneal surfaces
involves cellular proliferation, destruciion of extracellular matrix, cell
adhesion, neovascularization and local immunity. The  matrix
metalloproteinases (MMPs) are able to degrade components of the
extracellular matrix and basement membrane, its believed to be essential in
the invasion of malignant tumors and angiogenesis. Various treatments have
been advocated for the relief of peritoneal carcinomatosis and malignant
ascites, but no single regimen has been shown to yield superior results. The
peritoneal nonspecific immunotherapy with BCG could strive to generate an
antitumor immune response at the site of the tumor. This study investigated
the functional interplay between local treatment with BCG and
metaloproteinases expression in Ehrlich ascites carcinoma to elucidate
possible mechanisms associated with the lack of treatment response.

MATERIALS AND METHODS: Two distinct sets of experiments were
conduced. 1) A suspension of 3 x 10° Ehrlich ascites tumor cells was injected
in the peritoneal cavity of Swiss mices (n=105) in order to study the treatment

clinical outcome and immunohistochemical MMP-9 expression. 2) A
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suspension of 1 x 10" Ehrlich ascites tumor cells was inoculated in wie
peritoneal cavity of Swiss mices (n=12) to evaluate the gelatinolytic activity
present in the neoplastic ascites by gelatin zimography.

RESULTS: The animals developed neoplastic peritoneal implants and/or
malignant ascites. The control group (PBS) and treatment group (BCG)
mices showed the same weight evolution and survival. However, it was
observed a significant rise in mortality rate, mainly those mices located at
BCG repeated doses treatment subgroups (p=0,0343). The mortality was
also associated to neoplastic ascites accumulation in both control and
treatment groups (p<0,05). Positive reactivity to MMP-9 correlated with
unfavorable prognosis mainly with dose unique BCG treatment group
(p=0,0361). Gelatinolytic activity was higher in BCG treatment group than
that of control group (PBS) (p<0,05).

CONCLUSION: Repeated intraperitoneal BCG doses decrease the survival
rate of the Ehrlich ascites inoculated mice, related those with unique dose
treatment. MMP-9 expression and gelatinolytic activity correlate with worst
outcome. These results provide evidence to the MMPs contribution to ascites

formation and influence to BCG local immunotherapy resistance.
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1. INTRODUCAO

A carcinomatose peritoneal esta associada a evolugéo natural dos tumores
abdominais primarios avangados ou as lesdes metastaticas que invadem as
membranas serosas dos o6rgaos abdominais. Os implantes neoplasicos,
descontinuos em relagdo ao tumor primario — chamados metéstases -,
constituem caracteristica exclusiva dos tumores malignos. Caso nao
houvesse essa peculiaridade, a maior parte das neoplasias malignas seria
curada. Uma maneira de disseminacdo das neoplasias extra-abdominais
para o peritdbnio pode ser decorrente da via hematogénica ou da invasao

direta dos tecidos contiguos (SUGARBAKER 1996; WEISS 1996).

A carcinomatose peritoneal esta associada a uma resposta precaria a varias
modalidades de tratamento, e muitas vezes vincula-se a uma condi¢ao
terminal. Entretanto, numa pequena parte de pacientes, o peritdnio constitui

unico sitio de recidiva tumoral (HAGIWARA 1996; SUGARBAKER 1996).

Os implantes peritoneais desenvolvem-se em mais de 50% dos pacientes
que apresentam recidiva de carcinomas (GUNDERSON 1985;
SUGARBAKER 1985; SUGARBAKER 1996). No céancer gastrico com
invasao de serosa, células neoplasicas livres na cavidade peritoneal podem
ser evidenciadas em 31% dos casos antes da manipulagdo cirdrgica

(ITSUKA 1979).



O acometimento metastatico difuso do peritdbnio pode provocar ascite de
dificil controle. A ascite associada a carcinomatose peritoneal deve-se a
obstrugdo venosa e linfatica e a exudagao oriunda dos implantes tumorais.
As células neoplasicas encontradas no liquido ascitico apresentam um
tempo prolongado de replicagdo, decorrente de fatores locais relacionados a
ma nutrigdo. Concentragdes adequadas de oxigénio e nutrientes, somente
s&o encontradas nas proximidades da superficie peritoneal. A retirada do
liquido ascitico causa aumento na proliferacdo das células neoplasicas
residuais, pela melhoria das condigdes locais de oxigenagdo (WEISS 1996).
Outros fatores, também, podem estimular a proliferacdo sendo um deles, a
movimentacdo do liquido ascitico devido ao peristaltismo intestinal (STEEL

1977).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Carcinomatose experimental

Os mecanismos de disseminacgado tumoral tém sido estudados por meio de
observacbes em autopsias de pacientes que sucumbem pelo cancer
(KETCHAM 1966). A partir dos estudos em modelos experimentais da
carcinomatose peritoneal, maiores esclarecimentos desses mecanismos
tornaram-se disponiveis (EHRLICH 1906; GUERRA 1983; WAINSTEIN

1999).

O tumor de Ehrlich constitui uma neoplasia espontanea derivada da glandula
mamaria de camundongo fémea (EHRLICH 1906). Esse tumor foi
posteriormente convertido para a forma ascitica, mediante a passagem
seriada de liquido ascitico de animais inoculados com células tumorais.
Trata-se de um tumor de comportamento clinico agressivo, que apresenta
disseminacao de células pelas vias sanglinea e linfatica e constitui um
modelo experimental de neoplasia amplamente utilizado na pesquisa
biomédica (GUERRA 1983). O tumor de Ehrlich tem a vantagem de ser
facilmente manipulado em laboratério, e sua cultura in vivo faz-se pela
inoculacdo de ceélulas tumorais em outros camundongos, desenvolvendo-se
em quase todos animais (LALA 1990). O comportamento biolégico do tumor

modificou-se apds implantes sucessivos, adquirindo um padrdo de



crescimento uniformizado e agressivo, com desenvolvimento de metastases

precoces (MEDINA 1999).

Quando células do tumor de Ehrlich s&o inoculadas na cavidade peritoneal,
multiplos implantes neoplasicos desenvolvem-se na superficie do periténio,
com consequente formagdo de ascite a partir do 6° ao 7° dias apo6s sua
inoculagédo (PARSONS 1982; WAINSTEIN 1999). Inicialmente, o aspecto do
liquido ascitico é claro tornando-se progressivamente sanguinolento, similar
a carcinomatose peritoneal em humanos. O abaulamento do abdome do
camundongo pode ser identificado a partir da segunda semana apés
inoculacao intraperitoneal das células tumorais e, nos dias subseqilentes,
nota-se descoramento das conjuntivas, diminuicdo da movimentacdo dos

animais e 6bito (LALA 1990; WAINSTEIN 1999).

2.2. Imunoterapia do cancer

Ao final do século XIX, médicos franceses e alemaes observaram que
alguns pacientes portadores de cancer apés sofrerem infeccdo grave,
apresentavam, ocasionalmente, regressao de seus tumores. Durante o
século XIX, um grupo de portadores de cancer foi submetido a uma infecgao
bacteriana com intuito de obter regressao tumoral (DIDOT 1852). Os ensaios
clinicos consistiam no tratamento de pacientes com cancer através da
aplicacdo de bactérias gram negativas e gram positivas como Serratia

marcescens e estreptococos isolados de erisipelas (NAUTS 1989). A
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resposta ou eficacia do tratamento ndo foi descrita e os estudos
apresentaram inadequagbes metodolégicas. No entanto, algumas
observagdes puderam ser obtidas dessas pesquisas:

« A ocorréncia de febre alta correlacionava-se a um resultado
positivo no tratamento oncolégico. Hoje esse resultado pode ser
explicado por uma provavel agéo do TNF-a;

« Bons resultados foram também obtidos apés aplicagdo das

bactérias na proximidade dos tumores. (FIERS 1995):

Essa estratégia de tratamento do cancer foi substituida por modalidades de

tratamento, como a cirurgia e a radioterapia que tiveram grande progresso

naquela época (FIERS 1995).

2.2.1. Biologia da resposta imunitaria

2.2.1.1. Substancias adjuvantes da resposta imunitaria

As substancias adjuvantes s&o responsaveis pela promogéo, execugéo e
extensdo da resposta imunitaria apés aplicagdo de vacinas. O
desenvolvimento de vacinas contra o cancer tem sido facilitado pelo
progresso na area dos adjuvantes permitindo o aumento da reatividade
contra tumores. Este fato ocorre em adicdo a imunogenicidade do préprio

tumor (SALGALLER 2000) (Tabela 1).



A utilizacdo de células tumorais intactas associadas a estimuladores
imunogénicos é capaz de promover imunidade protetora contra novas
inoculagdes de tumores em camundongos (SALGALLER 2000). A utilizagcao
de estimulo imunitario adicional também é necessaria nos tumores que
possuem baixa imunogenicidade (BERD 1998). O aumento da resposta
imunitaria ndo constitui a unica razdo de utilizar adjuvantes. Outros efeitos

foram descritos (VOGEL 1998):

Aumentar a eficacia da vacina mesmo em sujeitos com comprometimento

do sistema imunologico;

e« Sustentar a imunidade mediada por células T CD8+ sem diminuir a
resposta humoral;

o Possibilitar redugao na titulagédo da vacina;

» Diminuir a necessidade de doses de reforgo da vacina.

A imunizagao pela da aplicagdo de uma vacina associada a um adjuvante
aumenta a sua durabilidade, a concentragdo no local da aplicacdo e a
estabilidade do antigeno. O adjuvante aumenta a captagdo de antigenos
pelas células apresentadoras de antigenos — APCs - como os macrofagos
ou células dendriticas. Os adjuvantes podem estimular, tanto uma resposta
celular T ou B, dependendo de sua natureza, quanto mediar efeitos em

muitas etapas da resposta imunitaria (SALGALLER 2000).



Tabela 1 - Tipos de adjuvantes da resposta imunoldgica.

Categoria Exemplos

Hidréxido de aluminio

Tipo gel i
Fosfato de calcio

o Blocos de copolimeros n&o idnicos

Sintéticos ) . ]
Peptideos Muramyl e peptideos analogos
Saponinas

Emulsificados em éleo Adjuvante incompleto de Freund
MF59

i Complexos imuno-estimulatérios

Particulas : ;

Liposoma e complexo lipossomal
. Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

Bactérias
C. parvum

Proteinas e peptideos imunogénicos Epitopos Pan-DR
IL-2, IL-4, IL-12

Citocinas e fatores de crescimento IFN-c, IFN-y
GM-CSF
Dinitrofenil

Haptenos
Trinitrofenil

Fonte: Adaptado de Salgaller ML. Cancer vaccines: basic principles — immune adjuvants. In:
Rosenberg SA. Principles and practice of the biologic therapy of cancer. 3a ed.
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins 2000; p.585.

2.2.1.1.1. Bacillus Calmette Guérin — BCG

O BCG é constituido por microorganismos vivos atenuados de
Mycobacterium bovis, isolados em 1920 no Instituto Pasteur, em Paris. A
maior parte das cepas apresenta de 5 x 10° a 5 x 10° UFC por frasco (HERR
1995). A tabela 2 mostra as preparacgdes disponiveis para utilizagéo clinica e

experimental.



A cepa Mureau-Rio de Janeiro constitui um liofilizado que pesa 40 mg e
apresenta 2 x 10® bacilos vivos-atenuados de Mycobacterium bovis. Trata-se
de um produto produzido pela Fundagado Ataulpho de Paiva — RJ - cultivada
em meio liquido, no qual a suspensao bacilar € mantida em solugéo
contendo glutamato de sédio. A sua eficacia no tratamento oncolégico ja foi
testada pela sua utilizagdo em pesquisas clinicas (FONSECA 1993;

FONSECA 1994).

Tabela 2 — Apiesentagcoes de BCG disponiveis para utilizagao clinica e experimental.

Cepa Peso (mg) UFC
Pasteur (Paris) 75 5x 10°
Frappier (Montreal) 120 1x 10’
Connaught (Toronto) 40 8-32 x 10°
Tice (Chicago) 50 1-8 x 10°
Glaxo / Evans (Londres) 75 8-26 x 10°
Mureau (Rio de Janeiro) 110 2x10°
RIVM (Holanda) - 5x 10°
Toéquio 172 (Japao) 80 1x10°
D 331 (Dinamarca) " 4-14 x 10°

Fonte: Adaptado de Herr HW. Instillation therapy for bladder cancer. In: DeVita Jr VT,
Hellman S, Rosenberg SA. Biologic therapy of cancer. 2a ed. Philadelphia: JB
Lippincott Company 1995; p. 708.

2.2.1.1.2. Resposta imunitaria celular ao BCG

Apobs a inoculagdo das micobactérias, o primeiro contato com o sistema
imunitario faz-se pelos macréfagos, que sdo responsaveis pela destruigcdo

das micobactérias (DANNENBERG 1994; YOUNG 1999).



A capacidade de restringir o crescimento das micobactérias pelos
macroéfagos depende diretamente da ativagcdo dos linfocitos T que, por sua
vez, necessita da apresentacdo de peptideos micobacterianos para sua
estimulagdo, podendo ser expressos em moléculas de classe | e Il do MHC

(PANCHOLI 1993; BECKMAN 1994; YOUNG 1999).

Em resposta a ativacdo dos receptores especificos de antigenos, os
linfécitos T produzem uma série de citocinas distintas categorizadas como:
« Tipo 1 - estimuladoras da ativagdo de macréfagos: IFN-y;

» Tipo 2 — promotoras da diferenciagéo de linfécitos B: IL-4 e IL-5.

Os linfécitos T podem ser divididos em dois subtipos Th1 e Th2, dependendo
do padréo de citocinas liberadas. As citocinas produzidas por cada subtipo
de linfécito T tende a inibir o desenvolvimento do subtipo alternativo,
forcando a uma polarizagdo da resposta de um subtipo. As micobactérias,
como outros patégenos intracelulares, estimulam, predominantemente, uma
resposta imunolégica do subtipo Th1 (HSIEH 1993). O mecanismo molecular
ainda necessita ser definido, no entanto, especula-se que os componentes
da membrana celular das micobactérias estimulam a producgéo de citocinas
como a IL-12 capazes de promover a diferenciacdo de linfécitos T num

fenétipo Th1 (FULSON 1996).

A maior contribui¢do dos linfécitos T CD8" na imunidade antimicobacteriana

deve-se a sua atividade citotoxica (SILVA 1994; TURNER 1996). Quando o
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macrofago falha na destruicdo de uma micobactéria fagocitada, pode ser
vantajoso para o hospedeiro que esta célula seja prontamente eliminada,
disponibilizando a micobactéria a outros fagécitos ativados (YOUNG 1999).
A imunidade contra as micobactérias, portanto, envolve uma série de
interagdes coordenadas entre diversas células, num processo que necessita
do recrutamento e da ativagdo dos macréfagos, que fagocitam as
micobactérias e sdo posteriormente destruidos pelos linfécitos T CD8+ e T
CD4+, culminando com a destruicdo das células infectadas. A infecgao pelas
micobactérias também € capaz de ativar outros subtipos de linfocitos T. As
células NK podem ser uma importante fonte de IFN-y, necessario para
ativacao de macréfagos nas fases iniciais de infecgdo por micobactérias

(YOUNG 1999).

Células dendriticas também s&o capazes de internalizar micobactérias, tanto
vivas quanto inativadas pelo calor. A fagocitose pode ser amplificada por
interacbes especificas entre as micobactérias e as moléculas de superficie
da propria célula dendritica (HENDERSON 1997). As interagdes entre o
BCG e as células dendriticas propiciam a maturagéo e a ativagéo celular,
permitindo a expressao de moléculas do MHC e aumentando a capacidade
de estimular as células T contra antigenos micobacterianos. A interacao
entre o BCG e a célula dendritica resulta em aumento na producdo de
citocinas reguladoras, como a IL-12, além de citocinas inflamatérias, como
IL-1, IL-6 e TNF-a (THURNHER 1997; HENDERSON 1997; DEMANGEL

1999; DEMANGEL 2000).
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A producdo de IL-12 favorece a proliferacdo de células T produtoras de
substancias ativadoras de macréfagos como o IFN-y e TNF-a (COOPER
1997). A liberacdo de IL-1, IL-6 e TNF-a contribui para o desenvolvimento do
processo inflamatério agudo, resultando no recrutamento de leucocitos e
conseqlente desencadeamento da inflamagao crénica, com formacao de
granulomas e interrupcdo da disseminagédo micobacteriana (HERNANDEZ-

PANDO 1997; LADEL 1997; BEAN 1999).

22.2. Aplicacao de BCG intraperitoneal em roedores

A aplicacado de BCG intraperitoneal em camundongos constitui um modelo
classico para o estudo da ativacdo dos macréfagos (MEANS 1999). A
primeira interacdo do BCG com o sistema imunolégico € desencadeada
pelos macrofagos peritoneais apds o processo de fagocitose das
micobactérias, segue-se o extravasamento de mondcitos, de células NK e de
linfécitos T no tecido lesado, e interagdo dos macréfagos ativados com seus
produtos (INOUE 1991; ADEREM 2000). No local da infecgdo por
micobactérias, os linfocitos T e células NK liberam citocinas, como o IFN-y,
que sao criticas para a ativacdo dos macrofagos (DALTON 1993;

TRINCHIERI 1997).
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2.2.3. BCG no tratamento do cancer

Os Bacillus Calmette-Guérin exercem efeito terapéutico adjuvante no
tratamento do cancer em murinos (KELLER 1972; PIMM 1975; PIMM 1980;
PANG 1982; WAINSTEIN 1999; RATLIFF 2000). A eficacia do tratamento
depende da dose, da freqiéncia, da via de administracdo e também da
associagdo a outros antigenos (HANNA 1991). Aplicacdo de BCG
intratumoral ou intralesional constitui a via de administragdo mais eficaz em
modelos experimentais, pois, observa-se maior tempo de sobrevida e, até
mesmo, a regressdo de tumores no local ou a distancia (HANNA 1991). A
associacao do BCG com células tumorais constitui a abordagem de maior
sucesso, envolvendo aplicacdo de BCG, no tratamento do cancer

(AKPORIAYE 1995, WAINSTEIN 1999).

Esses resultados podem ser explicados pela amplificacdo da resposta
imunitaria, com ativagao direta de macréfagos, pela produgéo de IFN-y e
TNF-a e pelo recrutamento de células efetoras. A presenca dos antigenos
tumorais propicia o processamento e a apresentacdo de antigenos pelas
celulas apresentadoras de antigenos (APCs), permitindo o desenvolvimento
de uma resposta de rejeicdo eficaz. A resposta sistémica ainda é pouco
conhecida, no entanto, envolve a geragdo e a migragdo de linfécitos T

especificos ao tumor (AKPORIAYE 1995).
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A eficacia da aplicagdo de BCG, em ensaios clinicos, depende do tipo de
tumor. A aplicagdo de BCG em lesGes metastaticas de melanomas pode
causar regressao tumoral nos noédulos injetados e nos nao injetados
(MORTON 1970). A inoculagdo de BCG associado a células tumorais
autdlogas inativas foi capaz de aumentar a sobrevida de portadores de

melanoma (MORTON 1982).

Diversos estudos clinicos controlados e aleatérios indicaram que a
administracdo de BCG constitui uma das formas mais eficazes no tratamento
complementar do céncer superficial de bexiga (MALKOWICZ 2000;
SHELLEY 2000; LAMM 2002; BOHLE 2003). Pacientes submetidos somente
a ressecgao transuretral apresentam taxa de recidiva de 40 a 80%, enquanto
que a aplicagédo de BCG apds ressecgéo transuretral garante um aumento

significativo no intervalo livre de doenca (TORTI 1984; LUM 1991).

2.2.3.1. Mecanismo de agao antitumoral do BCG

Fatores imunitarios locais constituem os principais mecanismos da agéo
antitumoral do BCG. A aplicagado local de BCG permite o contato direto entre
micobactérias viaveis e células tumorais, possibilitando o desenvolvimento
de uma resposta imunitaria contra ambos (RATLIFF 2000). Os macréfagos
estimulados pelo BCG, além de atuarem como APC, sdo capazes de
promover destruicdo celular especifica e inespecifica (SALGALLER 2000).

Essa interacdo pode induzir uma resposta antigeno especifica pelos
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linfécitos T e B no local da administracdo. A proliferacéo e migracdo dessas
células efetoras resulta na resposta sistémica. Os linfécitos T CD4+, de
memoria, estimulados apds aplicagdo de BCG podem conferir protecéo a
longo prazo contra o desenvolvimento de novos tumores no local (HERR
1995). Torna-se cada vez mais evidente que uma resposta imunitaria
orquestrada, envolvendo linfocitos T ativados, macréfagos e suas citocinas,
interage para impedir o desenvolvimento local de novos tumores. Os
mecanismos imunitarios especificos e inespecificos, associados ao
reconhecimento do BCG e dos antigenos relacionados ao tumor, contribuem
para a agao antitumoral da aplicagcao local de BCG. As interagdes com o
estroma, fatores de crescimento ou agentes de diferenciagdo celular também

possuem papel crucial na resposta imunolégica (HERR 1995).
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2.3. Metaloproteinases

O processo de invasao tumoral e de metastase estéd associado a perda da
capacidade de adesdo celular, bem como, a degradagdo da matriz

extracelular e da membrana basal.

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas capazes de degradar a matriz
extracelular e compartiiham uma semelhanga na sua estrutura molecular,
pois dependem de um atomo de zinco para sua atividade catalitica. As
MMPs sao essenciais para a colagenélise presente em determinados
processos biolégicos como: implantagdo do blastocisto, desenvolvimento do
embrido, crescimento neural, ciclos endometriais, morfogénese mamaria,
remodelamento 6sseo, reparo tecidual, angiogénese e apoptose. Ja foram
identificadas, até o momento, 24 proteinas dessa familia que participam no
processo de lesdo tecidual causada por doencas, tais como, artrite
reumatodide, miocardiopatia dilatada, aneurismas de aorta, fibrose pulmonar,
cancer e suas metastases (HOYHTYA 1990; TURPEENNIEMI-HUJANEN

1992; DUNSMORE 1998; NAGASE 1999).

As MMP-2 e MMP-9, também conhecidas como gelatinases, sdo capazes de
degradar colageno do tipo IV e gelatina e apresentam papel importante na
evolugdo do cancer. Colageno tipo IV constitui um componente da
membrana basal e sua degradagao constitui etapa fundamental no processo

de invaséo e metastase (BERGERS 2000).
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2.3.1. MMP-2 (Gelatinase A)

A expressdao de MMP-2, conhecida como Gelatinase A, em tumores solidos
esta associada ao desenvolvimento de um fenétipo mais agressivo e de pior
prognostico devido ao aumento da degradagdo da matriz extracelular. Na
maioria das vezes, o RNA-m da MMP-2 é mais bem identificado nas células
do estroma tumoral do que nas células neoplasicas (HOYHTYA 1994). O
tumor parece ser capaz de induzir as células normais do estroma a
produzirem MMP-2, e as enzimas secretadas sdo recrutadas para a
superficie da célula neoplasica. Da mesma maneira, as células normais
podem induzir a sintese de MMP-2 pelas células tumorais, indicando um
mecanismo complexo de interacdo do tumor com o estroma e com a matriz

extracelular (KOSSAKOWSKA 1999).

A MMP-2 e seus produtos de degradacgdo apresentam fungdes regulatérias
capazes de diminuir a adesao celular, aumentar a migracao celular pela
clivagem do receptor de integrina, aumentar a motilidade celular, e propiciar
quimiotaxia (CALOF 1994). A MMP-2 & capaz de regular o estimulo
inflamatério pela inducdo ou inibicdo do desenvolvimento de fendtipo

inflamatério pelas células mesangiais (McQUIBBAN 2001).

A MMP-2 também atua no inicio do processo de angiogénese, auxiliando na
lise da matriz extracelular ao redor das células endoteliais e permitindo o

crescimento de novos capilares no tecido (TARABOLETTI 2000).
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2.3.2. MMP-9 (Gelatinase B)

Ao contrario da MMP-2, a MMP-9 & somente expressa fisiologicamente no
trofoblasto, nos osteoclastos e nos leucécitos (WITTY 1996). A MMP-9
participa do processo de invasdo das células mediante barreiras constituidas
por matriz e promove a colagendlise durante as etapas de invasdo e
progressao tumoral (BERGERS 2000). A MMP-9 cliva os colagenos do tipo
IV, V e Xl, agrecan e elastina, mas n&o é ativa contra o colageno do tipo |

(FOSANG 1992; POURMOTABBED 1994).

O efeito da MMP-9 no processo inflamatoério permite que células
inflamatérias sejam capazes de invadir o foco da inflamagéo para participar
da regulacédo local (SHEU 2001). Poucas células normais expressam a
MMP-9, mas, aumento da sua expressdo pode ser observado em neoplasias
solidas, tanto pelas células tumorais quanto pelas células normais do

estroma adjacente (IWATA 1996).

2.3.3. Gelatinases e resposta imune celular

Apos estimulag&o por mediadores inflamatérios, como a IL-8, os neutréfilos
sdo ativados, mobilizando as vesiculas secretérias e desenvolvendo forte
adesdo ao endotélio vascular. A secrecdo de MMP-9 possibilita a
degradacdao da membrana basal e facilita a migragéo do leucdcito para o

tecido adjacente (OPDENAKKER 2001).
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Os monocitos podem expressar pequenas quantidades de MMP-2 e MMP-9.
A expressdo de MMP-9, nessas células, pode ser induzida por TNF-a e sua
interagdo com o colageno pode ser inibida pelo TGF-$ e IL-10 (GALT 2001;
VADAY 2001). A expressdao de MMP-9 aumenta cerca de 15 vezes apoés a
indugdo para diferenciagdo em macrofagos. Nessa etapa de diferenciacao,
os macrofagos também expressam pequenas quantidades de MMP-2 (XIE
1998). Esta expressdo permite ao macréfago migrar através dos tecidos em
direcdo ao foco do estimulo infamatério, o que pode resultar em aumento da
degradacgdo tecidual durante a inflamagdo. Os macréfagos presentes no
estroma tumoral podem constituir fontes de MMPs quando as células
neoplasicas nado sdo capazes de produzi-las (BARTHOLOME 2001;

POLLARD 2004).

Na auséncia de estimulo inflamatério, os linfocitos T CD4+, e, em menor
proporgéao os linfocitos T CD8+ e T CD3+, expressam pequenas quantidades
de MMP-9 e TIMP-1. As citocinas liberadas pelos macréfagos séo capazes
de aumentar a secregdo de pro-MMP-9 nos linfécitos T CD4+, T CD8+ e T
CD3+. O TNF-a e a IL-1 aumentam a expressao de pré-MMP-9 nos linfocitos
T CD3+ e T CD4+ (SHEU 2001). O aumento da secrecao de MMPs permite
a migracéao dos linfocitos T através da membrana basal. No entanto, a MMP-
9 também pode afetar negativamente a fungao linfocitaria, pois a clivagem
do receptor de IL-2, encontrado nos linfécitos que infiltram o tumor, favorece
imunossupressado local relacionada ao cancer (SHEU 2001). Células

dendriticas imaturas e maduras também expressam MMP-2 e MMP-9
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(KOUWENHOVEN 2002). A expressdo de MMP-9 por essas células pode

ser inibida por INF-g (BARTHOLOME 2001).

2.3.4. Gelatinases e BCG

A infecgdo micobacteriana constitui um forte estimulo para a produgédo de
MMP-2 e MMP-9 pelos macréfagos, pela da secre¢dao de TNF-o e IL-18
(QUINDING-JARBRINK 2001). O aumento da secrecdo de MMPs pode ser
encontrado em varios tecidos durante as etapas de infecgdo por
micobactérias, porém a implicacdo desse fendmeno ainda merece maior
investigacdo. A degradacdo da matriz extracelular parece ser necessaria
para o recrutamento de células inflamatérias e formacdo de granulomas.
Apesar de serem importantes na resposta imune contra micobactérias, a
expressdo de MMPs, pode contribuir para o aumento da destruicdo da
integridade tecidual, pois nas fases avangadas da infecgdo pode-se observar
uma desregulacdo na liberacao de MMPs. A degradacdo da membrana
extracelular pelas MMPs é capaz de liberar fragmentos quimiotaxicos
recrutando mais células inflamatérias intensificando a resposta local

(QUINDING-JARBRINK 2001).
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3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da aplicacdo intraperitoneal de bacilos Calmette-Guérin
(BCG), em diferentes esquemas terapéuticos na evolugdo e na sobrevida de

camundongos com carcinomatose peritoneal induzida por tumor de Ehrlich.

Verificar por imuno-histoquimica a expressdo da MMP-9 (Gelatinase B) nos
implantes peritoneais neoplasicos dos camundongos submetidos a

arcinomatose peritoneal por tumor de Ehrlich tratados com PBS ou BCG.

Avaliar a atividade gelatinolitca (MMP-2 e MMP-9) presente no liquido
ascitico de camundongos com carcinomatose peritoneal induzida por tumor

de Ehrlich, apés tratamento local com BCG e PBS.
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4, RELEVANCIA

A eficacia da aplicagdo de BCG no cancer superficial de bexiga vem sendo
mostrada desde a década de 1970 (MORALES 1976). O emprego
terapéutico do BCG em outros tipos de tumores apresenta resultados
variaveis, mas encontra suporte cientifico devido aos bons resultados nas
neoplasias de bexiga. Relatos da utilizacdo de BCG liofilizado, em diferentes
doses, cepas, esquemas terapéuticos e vias de administragdo para outras
neoplasias foram publicados (FONSECA 1993; FONSECA 1994). Pesquisas
experimentais identificaram a influéncia da resposta imune no
desenvolvimento de neoplasias em animais tratados com BCG e aumento da
sobrevida de pacientes que desenvolveram empiema pleural apos resseccao
de cancer pulmonar quando tratados com BCG (BALDWIN 1975; PIMM

1975; BALDWIN 1976; BALDWIN 1978; ROSENHEIN 1978; PIMM 1980).

Os efeitos benéficos na evolugdo de neoplasias obtidos pela aplicagao
intravesical e intrapleural justificaram a criagdo de um protocolo experimental
para estudar o efeito do BCG na evolugéo clinica de tumores intraperitoneais
induzidos pela inoculagdo de tumor de Ehrlich e na participagao de
metaloproteinases neste processo. O avango do conhecimento nesta area
pode contribuir para ampliar o conhecimento da carcinomatose peritoneal

experimental (VAN RAVENSWAAY CLAASEN 1996).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais

A pesquisa utilizou 117 camundongos fémeas, da linhagem Suica, com peso
médio de 28,79 g (+/- 4,90 g), provenientes de Biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
credenciado pelo Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Todos os animais foram avaliados para assegurar as condigbes de saude e,
em seguida, passaram por periodo de adaptacéo de sete dias. Os animais
foram alojados em gaiolas de policarbonato com maravalha lavada, em
ambiente climatizado com ciclo claro/escuro de 12/12h, alimentados com
racao balanceada peletizada padronizada e oferta de agua filtrada “ad

libitum”.

O protocolo de experimentagdo foi aprovado pelo Comité de Etica para a
Utilizagdo de Animais da Faculdade de Medicina da UFMG e foi
desenvolvido de acordo com as normas de utilizagcdo de animais em

pesquisa experimental do COBEA.
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8.2. Carcinomatose experimental

As células de tumor de Ehrlich foram cedidas pelo Laboratério de Fisiologia
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG. O tumor de Ehrlich foi mantido
pela inoculacao intraperitoneal seriada em camundongos Suicos. O liquido
ascitico foi aspirado e colocado num frasco tipo béquer, em banho de gelo,
sob agitagao continua a fim de evitar a degradacdo precoce das células,
obtendo suspensdo de células tumorais. A partir dessa suspensao foi
iniciada cultura das células diluidas em EMEM (Sigma, St. Louis, EUA) com
adicéo de 10% de soro fetal bovino (Laborclin, Parana, Brasil), mantida em
estufa de CO; (5%) climatizada a 37°C. Aliquotas do tumor de Ehrlich foram
armazenadas, de acordo com protocolo de congelamento de células de

tumor ascitico (BARKER 1998).

5.21. Indugdo da carcinomatose pelo Tumor de Ehrlich

O modelo experimental de neoplasia adotado, neste estudo, constituiu da
aplicacéo intraperitoneal de células do tumor de Ehrlich, ja empregado como
modelo de carcinomatose experimental (WAINSTEIN 1999). No primeiro
experimento, visando a simular o desenvolvimento de carcinomatose
peritoneal pos-operatéria, uma suspensdo de 3 x 10° células do tumor de
Ehrlich foram aplicadas na cavidade peritoneal, apés laparotomia mediana,
em camundongos fémeas da linhagem Suiga (n=105). A aplicagdo foi

realizada sob técnica asséptica pela seguinte rotina:
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A) Tricotomia da pele da parede abdominal;

B) Anti-sepsia da parede abdominal com PVPI degermante e alcool
a 70%;

C) Anestesia peritoneal utilizando-se 20 mg/ kg de pentobarbitirico
sédico;

D) Laparotomia mediana de cerca de 1,0 cm;

E) Injecédo intraperitoneal de 3 x 10° células vidveis do tumor de
Ehrlich (0,1 ml da suspensao de 3 x 10° células/ml);

F) Sintese da parede abdominal e da pele por planos utilizando-se
fio cirirgico Mononailon 0,30 mm (Caicara, Sao Paulo, Brasil);

G) Os animais foram mantidos em gaiolas separadas para

recuperagao anestésica e pés-operatoria.

No segundo experimento, realizado para avaliar a atividade de gelatinases
presente na ascite neoplasica, uma suspensao de 1 x 107 células do tumor
de Ehrlich foi aplicada na cavidade peritoneal em camundongos fémeas da
linhagem Suiga (n=12). A aplicagao foi realizada sob técnica asséptica pela
seguinte rotina:

A) Anti-sepsia da parede abdominal com PVPI degermante e alcool

a 70%;
B) Injegdo intraperitoneal de 1 x 107 células viaveis do tumor de

Ehrlich (0,2 ml da suspensao de 5 x 107 células/ml);
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A contagem e determinacdo da viabilidade celular foram obtidas pela
aplicagdo do corante Azul de Trypan (Sigma, St. Louis, EUA). A acéo
especifica desse corante estd baseada no fato de que suas particulas séo
negativamente carregadas e somente penetraram nas células que

apresentam dano na membrana celular (PHILLIPS 1957).

A coloragao das células pelo Azul de Trypan auxiliou na avaliagao
morfoldgica, pois as células viaveis ndo s&o coradas e as células ndo-viaveis
captam muito bem o corante. A contagem do numero de células viaveis foi

realizada em camara de Neubauer (PHILLIPS 1957).

PROCEDIMENTO:

A cepa de BCG empregada foi a Mureau-Rio de Janeiro, devido a facilidade
de sua obtencdo e eficacia testada pela sua utilizagcdo em pesquisas
previamente publicadas (FONSECA 1993; FONSECA 1994). Trata-se de
liofilizado pesando 40 mg, contendo 2 x 10® bacilos vivos-atenuados de
Mycobacterium bovis, produzido pela Fundagdo Ataulpho de Paiva (RJ) e
cultivada em meio liquido, cuja suspensao bacilar € mantida em solugéo
contendo glutamato de sédio. A injec&o intraperitoneal de BCG foi feita em
diferentes dias associada ou ndo a doses de reforgo, de acordo com o grupo
de estudo. O BCG Mureau-Rio de Janeiro vem acondicionado em ampolas,
sob forma concentrada, e no preparo da solugdo a ser aplicada, o conteudo
da ampola foi diluida em 20 ml de PBS para a aplicacao per-operatéria e

para as doses de reforgo.
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A aplicagdo intraperitoneal do BCG foi realizada de acordo com a técnica a
seguir (TJU 1996; WORKMAN 1998):

e Contencdo manual do animal;

e Anti-sepsia da parede abdominal com alcool a 70%;

e Aplicagdo intraperitoneal de BCG na dose de 1 x 10° UFC com

seringa de 1,0 ml e agulha 10 x 5;

ESQUEMA DE VACINACAO:
Reconhece-se que a supressdo do crescimento tumoral ocorre,
principalmente, apds aplicacdo de BCG em intimo contato as células
tumorais (CHABALGOITY 2002). Neste projeto a imunoterapia foi promovida
pela inoculagdo intraperitoneal de BCG em camundongos de acordo com
trés diferentes esquemas de tratamento:
« DOSE UNICA: Aplicagdo de uma Unica dose de BCG intraperitoneal;
« SEQUENCIAL: Aplicagéo intraperitoneal de BCG a cada 3 dias;

« REFORGCO: Aplicagao intraperitoneal de BCG a cada 7 dias;
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5.3. Grupos de experimentacao

5.3.1. Experimento |

Cento e cinco animais foram utilizados para avaliar a evolugéo clinica e a
sobrevida dos camundongos apos inoculagéo IP de células do tumor de
Ehrlich e aplicagdo de PBS ou BCG IP, em diferentes esquemas
terapéuticos. Os animais foram distribuidos, de maneira aleatéria, nos

grupos descritos a seguir:

e Grupo Controle (C, n=45): Receberam aplicagdes IP de PBS.

o Subgrupo C1 - CONTROLE DOSE UNICA (PBS, n=15):
Inoculagéo IP de PBS no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO).

o Subgrupo C2 - CONTROLE SEQUENCIAL (PBS, n=15):
Inoculacao IP de PBS no dia do implante de células do de
Ehrlich (D0O) e injecdes IP de doses subseqiientes de PBS, a
cada 3 dias (D3 a D48).

o Subgrupo C3 - CONTROLE REFORCO (PBS, n=15):
Inoculacao IP de PBS no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO) e injecdes IP de doses de refor¢co de PBS, a

cada 7 dias (D7 a D49).
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e Grupo Tratamento (T, n=60): Receberam aplicacées IP de BCG.

o Subgrupo T1 - TRATAMENTO DOSE UNICA (BCG, n=20):
Inoculagéo IP de BCG no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO).

o Subgrupo T2 - TRATAMENTO SEQUENCIAL (BCG, n=20):
Inoculagdo IP de BCG no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO) e injecdes IP de doses subseqlientes de BCG,
a cada 3 dias (D3 a D48).

o Subgrupo T3 - TRATAMENTO REFORCO (BCG, n=20):
Inoculagao IP de BCG no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO) e injecdes IP de doses de reforco de BCG, a

cada 7 dias (D7 a D49).
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5.3.1.2. Cronograma de intervengoes — Experimento |

Tabela 3 — Cronograma de procedimentos nos grupos de experimentacdo de animais

do grupo controle (PBS) e tratamento (BCG).

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6
Ehrlich
C1,C2,C3 Cc2 c2
T1,T2, T3 T2 T2
D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13
C3 c2 c2
T3 T2 T2
D14 D15 D16 D17 D18 D19 D20
Cc3 c2 Cc2
T3 T2 T2
D21 D22 D23 D24 D25 D26 D27
C2,C3 c2 c2
T2, T3 T2 T2
D28 D29 D30 D31 D32 D33 D34
C3 c2 c2
T3 T2 T2
D35 D36 D37 D38 D39 D40 D41
C2,C3 c2 c2
T2, T3 T2 T2
D42 D43 D44 D45 D46 D47 D48
C3 c2 c2
T3 T2 T2
D49 D50
C3 Cct
T3 Tt

Nota: - Camundongos fémeas da linhagem Suica (n=105) foram inoculados com 3 x 10°
células do tumor de Ehrlich na cavidade peritoneal apés realizagéo de laparotomia
mediana no DO (dia zero). A seguir, os animais foram divididos aleatoriamente nos
grupos controle (PBS) e tratamento (BCG). Os animais foram acompanhados por 50
dias ap6s a inoculagéo. O protocolo de aplicagdes foi adotado a partir da inoculagéo
do tumor.

- T = Prazo maximo de acompanhamento (eutanasia); D1, D2, D3.....D50 = dias; C1,
C2, ....T3 = grupos de experimentagao.
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5.3.1.3. Acompanhamento e necropsia

Os animais foram avaliados evolutivamente quanto ao comportamento e
funcdes vitais, além da mensuracdo do peso evolutivo a cada 7 dias.
Durante periodos criticos, como pos-operatério ou apoés aplicacédo da
imunoterapia, foram avaliados de duas a trés vezes ao dia (MONTGOMERY

1990; CCAC 1989; CCAC 1998).

Os animais foram acompanhados por um periodo maximo de 50 dias. Os
camundongos que sobreviveram até esse periodo, ou que apresentaram
sinais clinicos de morte iminente, foram submetidos a eutanasia de acordo
com os critérios de eutanasia do Relatério da Associagdo Americana de
Medicina Veterinaria (CCAC 1989; CCAC 1998; MONTGOMERY 1990;

AVMA 2001).

Todos animais que morreram naturalmente ou sacrificados, foram pesados e
submetidos a necropsia, que constituiu dos seguintes procedimentos:
A) Determinacao do peso;
B) Aspiracéo do liquido ascitico presente na cavidade abdominal;
C) Retirada da parede anterior do abdome levando em consideragéo
os rebordos costais e as cristas iliacas como limites;
D) Mensuragcdo dos implantes neoplasicos localizados na parede

anterior do abdome utilizando-se paquimetro graduado.
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5.3.1.4. Avaliacao da expressao tecidual da MMP-9

Os espécimes bioldégicos destinados a avaliagado anatomopatolégica foram
fixados em formol tamponado a 10% por 24 horas. Apds esse periodo, foram
incluidos em blocos de parafina e submetidos a cortes transversais de 5 um
de espessura colocando-os em laminas preparadas previamente com poli-L-
Lisina (Sigma, St. Louis, EUA). As laminas foram coradas por Hematoxilina e
Eosina e por imuno-histoquimica (IHQ), para deteccao de MMP-9, como

descrito a seguir.

O preparo das amostras para avaliagdgo IHQ obedeceu ao seguinte
protocolo: Os espécimes, previamente incluidos em parafina, foram cortados
em micrétomo eletrénico na espessura de 5 um, montados em lamina de
vidro e incubados por 12 horas em estufa a 37°C. As laminas foram
desparafinizadas com dois banhos de xilol (10’) e a seguir realizada a
hidratagdo com banhos de alcool absoluto (2 x 3'), alcool 70% (3’), alcool
80% (3’), agua destilada (10’) e PBS (5’). Logo, procedeu-se a reativagcéo
antigénica incubando as laminas em forno de microondas caseiro por 12
minutos (100W) em solugdo tampéo de Citrato de Sodio a 10 mM (pH 6,0)
(Sigma, St. Louis, EUA). Ap6s o resfriamento das laminas, foi realizado o
blogueio da peroxidase endégena com a utilizacdo de solugao H>O, (30 vol)
a 3%. Os sitios de possivel ligacdo inespecifica dos anticorpos foram
inibidos pela incubagdo com soro normal de coelho diluido a 1:900 (25’) e

com leite desnatado 210 mg/ml (15’). A seguir, os cortes foram incubados
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com o anticorpo monoclonal MMP-9, Clone C-20 (sc-6840) (Santa Cruz
Biotechnology, California, EUA), diluido a 1:500 por pelo menos 12 horas
durante a noite, & temperatura aproximada de 4°C. Os cortes foram lavados
com PBS e incubados com anticorpo secundario — coelho anticabra —
conjugado a peroxidase (DAKO, Dinamarca) numa diluigao de 1:400
durante 90 minutos. Para visibilizagcdo da reagao, as laminas foram tratadas
com solugéo de 3,3,diaminobenzidina (DAB), na concentracdo de 1 mg/ml
em solucéo de H>0, (40 vol) a 0,1%. Os cortes foram contra-corados com
Hematoxilina de Harris diluida a 1% por aproximadamente 3 minutos. Com
excecao da incubagdao em forno de microondas e da incubacao do anticorpo
primario as demais incubacdes e banhos foram realizados a temperatura

ambiente.

A reagao de IHQ para MMP-9 cora de castanho o citoplasma das células
tornando facil sua identificagdo microscopica. A avaliacao da intensidade de

coloragao obedeceu ao seguinte escore:

1) O - Auséncia de células coradas pela IHQ;
2) 1 — Células fracamente coradas pela IHQ;
3) 2 — Células moderadamente coradas pela IHQ;

4) 3 — Células fortemente coradas pela IHQ.
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5.3.2. Experimento Il

O segundo experimento foi realizado para investigar a atividade de
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) presentes no liquido ascitico de
camundongos com tumor de ehrlich e sua relagdo com a aplicagcao
intraperitoneal de (BCG). Doze camundongos fémeas da linhagem Suica
foram inoculadas com células do tumor de Ehrlich na cavidade peritoneal.

Os camundongos foram separados nos seguintes grupos:

e Grupo Controle’ (C’, n=6): Receberam aplicacées IP de PBS.

o Subgrupo C1’ — CONTROLE DOSE UNICA (PBS, n=2):
Inoculagao IP de PBS no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO0).

o Subgrupo C2’ — CONTROLE SEQUENCIAL (PBS, n=2):
Inoculagao IP de PBS no dia do implante de células do de
Ehrlich (D0O) e injegbes IP de doses subsequientes de PBS, a
cada 3 dias.

o Subgrupo C3' - CONTROLE REFORCO (PBS, n=2):
Inoculagao intraperitoneal de PBS no dia do implante de
células do tumor de Ehrlich (D0O) e uma dose de reforgo IP de

PBS apoés 7 dias.
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e Grupo Tratamento’ (T’, n=6): Receberam aplicagdes IP de BCG.

o Subgrupo T1’ — TRATAMENTO DOSE UNICA (BCG, n=2):
Inoculagéo IP de BCG no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO).

o Subgrupo T2’ - TRATAMENTO SEQUENCIAL (BCG, n=2):
Inoculagao IP de BCG no dia do implante de células do tumor
de Ehrlich (DO) e aplicagbes IP de doses subseqilientes de
BCG, a cada 3 dias.

o Subgrupo T3’ - TRATAMENTO REFORGCO (BCG, n=2):
Inoculagao IP de BCG no dia do implante de células do tumor

de Ehrlich (DO) e uma dose de reforgo IP de BCG apés 7 dias.

Os animais foram submetidos ao esquema de vacinagdo proposto e
acompanhados por 10 dias, quando foram sacrificados e o liquido ascitico foi

coletado, centrifugado e armazenado congelado a — 80° C até sua utilizagdo.
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5.3.2.1. Esquema de aplicacoes — Experimento Il

DOSE UNICA

Figura 2 - D'iagrama do protocolo de aplicagbes do Experimento Il

Camundongos fémeas da linhagem Suiga (n=12) foram inoculados com
1 x 107 células do tumor de Ehrlich na cavidade peritoneal. A seguir, 0s
animais foram divididos aleatoriamente nos grupos controle (PBS) e
tratamento (BCG). Os grupos foram separados de acordo com numero
de doses e esquema de aplicagéo: Controle - C1’ — Dose unica (n= 2),
C2' — Sequiencial 3/3 dias (n= 2), C3' — Reforco apds 7dias (n= 2);
Tratamento - T1' — Dose Unica (n= 2), T2’ — Seqiiencial 3/3 dias (n= 2),
T3 — Reforgo apoés 7 dias (n= 2). Os animais foram acompanhados por
10 dias ap6s a inoculagdo, sendo sacrificados e o liquido ascitico foi

colhido para avaliagdo de atividade de gelatinases.
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5.3.2.2. Avaliacao da atividade gelatinolitica da ascite neoplasica

A atividade gelatinolitica foi avaliada pela da utilizac&do de zimograma em gel
contendo 10% de acrilamida (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) co-polimerizado
com 20 mg/ml de gelatina (Sigma, St. Louis, EUA) (HEUSSEN 1980). As
amostras de liquido ascitico foram homogeneizadas, ajustadas de acordo
com a concentragdo protéica total de 100 pg, verificada pelo ensaio de
Bradford (Bio-Rad, Califérnia, EUA). As diferentes amostras foram diluidas,
em condi¢gdes ndo redutoras, ao tampéo de amostra (10 ml ddH20, 2,5 mi
0,5M Tris HCI pH 6.8, 4,0 ml 10% SDS, 2,0 ml glicerol e 500 ul azul de
bromofenol a 0,2%), na propor¢éo de 1:1 (vol:vol). As colunas do mini-gel

foram preenchidas com 15 pl desta suspenséo.

A seguir, o gel foi submetido a eletroforese com voltagem constante (120V)
em tampao de corria a 4°C (125mM Tris-HCI, pH 8.3, 1.23M glicina, 0.5%
SDS), até que as bandas atingissem o fundo do gel. Apds a eletroforese o
gel foi enxaguado com ddH,0 e lavado duas vezes (15’), sob agitagcdo, com
solugéo de Triton-X 100 a 0,25% (Sigma, St. Louis, EUA). Logo, o gel foi
novamente enxaguado com ddH;O e colocado numa cuba contendo o
tampéo de incubacédo (50mM Tris-HCI, pH 7.6, 10mM CaCl,, 50mM NaCl). A
incubagado foi realizada em estufa a 37°C durante 24 horas. Ao final da
incubacgao o gel foi enxaguado com ddH;0 e corado, durante uma hora, com
a solugéo de azul de Comassie (0,25% azul de Comassie brilhante, 40%

Metanol, 10% &acido acético). Prosseguindo, o gel foi descorado por 30
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minutos (40% Metanol, 10% acido acético). O gel foi novamente enxaguado
com ddHO e fotografado. A atividade enzimatica foi avaliada de acordo com
o padrao de migracéo das bandas em software apropriado - GelPro Analyser

3.1 (Media Cybernetics, Califérnia, EUA).
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6. ANALISE ESTATISTICA

Variaveis coletadas e analisadas:

v Tempo de sobrevida;

v Peso evolutivo a cada 7 dias;

v Volume do liquido ascitico imediatamente ap6s morte ou
eutanasia;

v Volume médio dos implantes peritoneais neoplasicos
localizados na superficie anterior do abdome;

v Expressdao de MMP-9 presente nos implantes neoplasicos
determinados pela técnica de IHQ;

v Atividade gelatinolitica presente na ascite neoplasica através

de zimograma de gelatina;

Foi realizada estatistica descritiva dos dados. As medidas foram
comparadas pelo teste exato de Fisher, teste t de Student e pelo teste
comparativo de grupos Mann Whitney. A analise de sobrevida foi avaliada
pelo método de Kaplan-Meier e a comparagao entre as curvas foi realizada
pela aplicacdo do teste de Logrank. A sobrevida global foi comparada
empregando-se a analise de varidncia. Foram considerados como
estatisticamente significativos os valores de P < 0,05. Os dados s&o

apresentados com fotografias e desenhos representativos.
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Os animais do grupo controle e tratamento apresentaram evolugédo uniforme

quanto ao peso evolutivo, sem diferencas entre si ou entre seus respectivos

subgrupos (Tabela 4).

Tabela 4 — Médias ponderais de animais com carcinomatose experimental por tumor

de Ehrlich.
Grupo Média do peso evolutivo (g) .
D0 D7 D14 D21 D28 D35 D42 D49 P
C1(PBS) 29,01 30,99 33,70 32,65 32,67 32,33 33,52 3347 1,0
Doseunica  +4 Bce) 3068 3305 31,57 3339 3346 3324 3361 32,13
Seqiiencial C2(PBS) 28,65 29,84 31,45 28,98 29,35 30,27 29,41 29,59 0,3282
(3/3dias) T2(BCG) 27,75 29,84 28,96 29,39 31,74 32,53 32,32 33,63
Reforgo ~ C3(PBS) 29,15 32,19 3395 36,10 3570 3569 36,69 3510 0,2345
(7/7 dias)  T3(BCG) 27,63 30,02 30,83 32,36 32,59 34,24 34,59 36,83

Nota: - Camundongos Suigos foram inoculados (IP) com 3 x 10° células do tumor de Ehrlich

e distribuidos aleatoriamente nos subgrupos de experimentagdo. O tratamento

constituiu da aplicaggo de 1 x 10° UFC BGC (IP). Os animais foram acompanhados

por 50 dias apés a inoculacdo. A mensuracdo do peso foi obtida a cada 7 dias em

balanca digital.

- IP = intraperitoneal; UFC = unidades formadoras de colénia; D0,D7,D14...D49 =

data da pesagem; PBS = tampéo fosfato-salina; BCG = Bacillus Calmette-Guérin.

- * Teste de Mann Whitney.
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Os animais do grupo controle apresentaram aumento progressivo do peso

evolutivo nas duas primeiras semanas de acompanhamento, atingindo um

platd até o final do experimento. O grupo tratado com aplicacado

intraperitoneal de BCG apresentou uma diminuigdo do peso evolutivo na

segunda semana de acompanhamento voltando a um padrao linear de

ganho de peso nas semanas seguintes (Figura 3).

Peso (g)

27.5

25.0

= Controle
—a— Tratamento

p=1,0"

i I I I T 1

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)

Figura 3 — Comparacéo linear do peso evolutivo médio nos animais dos

grupos controle (PBS) (n= 44) e tratamento (BCG) (n=60) apos
inoculacdo IP de células do tumor de Ehrlich. A mensuragao do
peso foi obtida a cada 7 dias em balanca digital. Os animais foram
acompanhados por 50 dias apds a inoculagdo. (* Teste de Mann
Whitney).
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Tl Analise de sobrevida

Os animais do grupo controle apresentaram evolucdo uniforme quanto a
sobrevida cumulativa (p= 0,4944) (Figura 4). Ao final do experimento 26
animais do grupo controle estavam vivos (59,09%). Dezoito animais
(40,91%) morreram em decorréncia da evolugdo do tumor de Ehrlich. O
animal C1/15 foi excluido da analise, pois seu seguimento foi perdido em
virtude de fuga da gaiola. Os animais C1/12, C2/07, C2/11 e C3/04 foram

submetidos a eutanasia durante o acompanhamento evolutivo.

100 k- —— Controle1
%_- —0— Controle2
75+ ‘ - —&— Controle3

p=0,4944 *

Sobrevida (%)
S
U

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)

Figura 4 — Sobrevida cumulativa do grupo controle (PBS) apés inoculagao
(IP) de células do tumor de Ehrlich, de acordo com respectivos
subgrupos. = Dose Unica (n=14), O Sequéncial (3/3 dias) (n=15) e
4 Reforgo (7/7 dias) (n=15). Os animais foram acompanhados por
50 dias apos a inoculagao. (* Teste Logrank).
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Os animais do grupo tratamento apresentaram diferenca significativa quanto
a comparacao das curvas de sobrevida cumulativa através do teste de
Logrank, observando-se maior sobrevida no subgrupo tratado com dose
unica de BCG (p= 0,0426) (Figura 5). Ao final do experimento cerca de 21
animais estavam vivos (46,67%). Foi possivel a identificagdo de implantes
neoplasicos ou o desenvolvimento de ascite nos grupos controle e
tratamento. Vinte e quatro animais (53,33%) morreram em decorréncia da
evolugao do tumor de Ehrlich, exceto o animal T3/12 que foi submetido a

eutanasia no 20° dia apds o implante de células tumorais.

—a— Tratamento
_ —e— Tratamento2
X —— Tratamento3
@
=2
> *
2 p= 0,0426
.g p=0,0123 **
0 25-
G T I I I I I
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)
Figura 5 - Sobrevida cumulativa do grupo Tratamento (BCG) apds

inoculacéo (IP) de células do tumor de Ehrlich, de acordo com
respectivos subgrupos. ® Dose Unica (n=20), ® Sequéncial (3/3
dias) (n=20) e A& Reforco (7/7 dias) (n=20). Os animais foram
acompanhados por 50 dias apos a inoculagao. (* Teste Logrank / **
Teste Logrank para tendéncia).
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A avaliagdo comparativa entre as curvas de sobrevida dos

subgrupos controle (PBS) e tratamento (BCG) ndo mostrou

Sobrevida (%)

diferenca significativa (p > 0,05) (Figura 6).

Sobrevida (%)
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Figura 6 - Sobrevida cumulativa comparativa entre os grupos Controle
(PBS) e Tratamento (BCG) e seus respectivos subgrupos apos
inoculagdo (IP) de 3 x 10° células do tumor de Ehrlich. Os
animais foram acompanhados por 50 dias apos a inoculacao. A)
Dose Unica de PBS (n=14) e B Dose Unica de BCG (n=20); B) ©
Dose Sequéncial de PBS (3/3 dias) (n=15) e ® Dose Sequéncial
de BCG (3/3 dias) (n=20); C) A Dose de Reforgo PBS (7/7 dias)
(n=15) e A Dose de Reforgco (7/7 dias) (n=20); D) — Controle PBS

(n=44) e ® Tratamento BCG (n=60). (* Teste Logrank).
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y . Analise do volume ascitico

Os animais do grupo controle apresentaram evolugdo uniforme quanto ao
desenvolvimento e a quantidade de liquido ascitico (p= 0,9439) (Figuras 7 e

8).

Os animais T1/15, T2/04 e T3/16 foram excluidos da analise, pois

apresentavam sinais de decomposicao ndo sendo possivel coleta de liquido

ascitico ou espécime tumoral.

Figura 7 — Fotografia de animais do grupo de experimentagdo. A) Aspecto
macroscopico comparativo entre um camundongo que desenvolveu
ascite (*) e outro animal apés inoculagdo (IP) de 3 x 10° células do
tumor de Ehrlich. Os animais foram acompanhados evolutivamente por
50 dias apés a inoculagdo quando foram submetidos a eutanasia em
camara de CO,. B) Método de coleta do liquido ascitico imediatamente
apos a morte ou eutanasia dos animais.



46

Ao final do experimento, 25 (56,82%) animais do grupo controle haviam
desenvolvido ascite neoplasica com volume médio de 4,562 ml (+/- 4,835)
enquanto 32 (56,14%) animais do grupo tratamento desenvolveram ascite

com volume médio de 4,89 ml (+/- 3,863) (Figura 8).

Média de volume
ascitico (ml)

Figura 8 — Média do volume ascitico identificado nos subgrupos controle
(PBS) e tratamento (BCG). Controle 1 (n=14), Controle 2 (n=15),
Controle 3 (n=15), Tratamento 1 (n=19), Tratamento 2 (n=19),
Tratamento 3 (n=19). Os valores identificados ndo apresentaram
diferenca entre os grupos ou subgrupos de experimentacao (p>0,05).
(Teste de Mann Whitney / Teste de ANOVA).
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7.4. Analise dos implantes peritoneais neoplasicos

Foi possivel identificar a presenca de implantes peritoneais ou ascite
neoplasica em todos os animais avaliados. No grupo Controle, 12 animais
(27,27%) apresentavam implantes neoplasicos microscopicos e
camundongos 32 (72,73%) possuiam implantes macroscépicos do tumor de
Ehrlich no peritdnio. No grupo tratado com aplicagbes intraperitoneais de
BCG, 12 camundongos (21,05%) desenvolveram implantes tumorais
microscépicos e 45 animais (78,95%) apresentaram implantes neoplasicos
macroscopicos. Os animais dos subgrupos Controle (PBS) e Tratamento
(BCG) nao apresentaram diferencga significativa quanto ao volume médio dos

implantes neoplasicos detectados (p > 0,05) (Figura 9).
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Figura 9 — Volume médio dos implantes peritoneais neoplasicos identificados nos
subgrupos controle (PBS) e tratamento (BCG). Controle 1 (n=14), Controle 2
(n=15), Controle 3 (n=15), Tratamento 1 (n=19), Tratamento 2 (n=19),
Tratamento 3 (n=19). Os valores identificados nao apresentaram diferenga
significativa entre os grupos ou subgrupos de experimentagao (p>0,05). ( * Teste

t de Student).
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7.5. Avaliagao Imuno-histoquimica

Amostras de implantes neoplasicos, localizados na parede abdominal dos
animais, foram estudadas pela de reacdo de imuno-histoquimica. A
intensidade da expressdo de MMP-9 foi avaliada no escore, descrito
previamente, que variou de 0 a 3. Dos 101 espécimes avaliados, 44
(43,56%) correspondiam ao grupo controle e 57 (56,44%) pertenciam ao
grupo tratamento. As células do tumor de Ehrlich ndo apresentaram
expressao da MMP-9 por imuno-histoquimica. Em 7 amostras do grupo
tratado com BCG, foi possivel identificar uma marcagdo granular de forte
intensidade no citoplasma das células encontradas na periferia da neoplasia,
seis amostras pertenciam aos subgrupos tratados com doses repetidas de

BCG (Figura 10).

No grupo controle foi possivel identificar auséncia de marcagao pela reagéo
de IHQ em 29 espécimes (65,91%), marcagéo de fraca intensidade em 11
espécimes (25%), marcagdo de intensidade moderada em 4 espécimes

(9,09%), principalmente, no subgrupo C1.

No grupo tratamento observou-se auséncia de marcagao pela reagdo de IHQ
em 29 espécimes (50,88%), marcacdo de fraca intensidade em 15
espécimes (26,32%), marcacao de intensidade moderada em 5 espécimes
(8,77%), e marcagdo de forte intensidade em 8 (14,04%) espécimes,

principalmente, nos subgrupos T2 e T3.
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Figura 10 - Imuno-histoquimica para MMP-9 em cortes histolégicos de

implantes neoplasicos presentes na parede abdominal de
camundongos inoculados (IP) com 3 x 10° células do Tumor de
Ehrlich submetidos ao protocolo de experimentagdo. A
expressdo de MMP-9 foi identificada pela intensidade da coloracao
castanha intracitoplasmatica. As células do tumor de Ehrlich ndo
apresentaram positividade para MMP-9. A) e B) Fotomicrografia de
espécime do grupo controle (PBS) mostra células tumorais com
nucleos aumentados, citoplasma abundante e estroma peritumoral
com auséncia de marcagdo para MMP-9 (40x e 100x). C) e D)
Fotomicrografia de espécime do grupo tratamento (BCG) revelando
neoplasia maligna com a presenga de infiltrado inflamatdrio
associado a forte marcagdo para MMP-9 (40x e 100x).
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Nao houve diferenga da média de expressao da MMP-9 entre os subgrupos
Controle 1 e Tratamento 1 (p= 0,8375) e entre os subgrupos Controle 3 e
Tratamento 3 (p= 0,0915), apesar da maior marcagdo da MMP-9 no
subgrupo Tratamento 3 (BCG 7/7 dias). O Subgrupo Tratamento 2 (BCG 3/3
dias) apresentou diferenca da expressao de MMP-9 por IHQ em relagc&do ao

Controle 2 (p= 0,0497) (Figura 11).
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Figura 11 — Média da intensidade de marcagdao da MMP-9 pela técnica de IHQ
nos grupos controle (PBS) e tratamento (BCG). Controle 1
(n=14), Controle 2 (n=15), Controle 3 (n=15), Tratamento 1 (n=19),
Tratamento 2 (n=19), Tratamento 3 (n=19). A intensidade da
marcacao pela reagdo de IHQ foi obtida pelo seguinte escore: 0 —
auséncia de marcagao; 1— marcagéo fraca; 2— marcagcao moderada;
3— marcagao forte. A comparagdo da média de intensidade entre os
subgrupos néo revelou diferenca estatisticamente significativa nos
subgrupos Tratamento 1 e Tratamento 3 em relagéo aos respectivos
controles apesar do aumento de expressao de MMP-9 no subgrupo
T3 (* p=0,05). O subgrupo Tratamento 2 apresentou diferenca
significativa em relagdo ao Controle 2 ( * * p= 0,0497). (Teste t de
Student).
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7.6. Analise das variaveis relacionadas a evolucgao clinica e

a sobrevida

A relacdo entre as variaveis associadas a evolugéo clinica estéo
apresentadas na Tabela 5 e 6. A presenca de implantes neoplasicos
macroscoépicos na superficie peritoneal foi significativamente relacionada ao
desenvolvimento de ascite nos animais do subgrupo tratado com dose Unica

de BCG (p= 0,0128).

Tabela 5 — Resultado das analises atuariais do volume dos implantes peritoneais

neoplasicos relacionado ao desenvolvimento de ascite.

Implantes (%)

Grupo Variavel Categoria p*
Microscopicos Macroscopicos
Nao
c1 p— . 33,33 66,67 .
n=14 Sim 37,50 62,50
c2 Nao
gl : 28,57 71,42 00
n=15 Sim 0 100 ’
c3 Nao
Ascite 20 i 10
n=15 Sim 20 80 '
T Nao
Ascite 83,64 il 0,0128
n=19 Sim 0 100 )
T2 _— Nao 22,22 77,78
cite . 0,5820
n=19 Sim 10 90 ¥
T3 Nao
Ascite _ 2 & 0,4678
n=19 Sim 7,14 92,86

Nota: - Camundongos Suigos foram inoculados (IP) com 3 x 10° células do tumor de Ehrlich
e distribuidos aleatoriamente nos subgrupos de experimentacdo. O tratamento
constituiu da aplicagao de 1 x 10° UFC BGC (IP). Os animais foram acompanhados
por 50 dias apds a inoculagdo. A coleta de ascite foi obtida imediatamente apos a
morte do animal.

- C1, C2, .... T3 = subgrupos de experimentacao; |P = intraperitoneal; UFC = unidades
formadoras de colonia;

- * Teste Exato de Fisher.
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A expressao de MMP-9 por IHQ apresentou associag&o significativa com o
desenvolvimento de ascite (p= 0,0002) e com a ocorréncia de implantes
peritoneais neoplasicos macroscépicos (p= 0,0174) nos animais do grupo
tratado com dose Unica de BCG (Tabela 6). Nos demais subgrupos, nao
houve associagdo significante entre os indices de imunorreatividade de
MMP-9 e as variaveis clinicas (ascite e implantes tumorais) como se vé na

Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultado das analises atuariais da evolugéo relacionada a presenca de

ascite,

positividade da expressdo de MMP-9 por IHQ.

volume médio dos

implantes peritoneais neoplasicos

e

IHQ MMP-9 n (%)

Grupo Variavel Categoria . . *
Negativo Positivo
Nao
Ascite : i L 0,6270
c1 Sim 50 50
& Microscopico
=14 Implantes P o o 1,0
Macroscopico 55,56 44,44 '
Nao
— 71,43 28,57 16
c2 Sim 75 25 '
n=15 Microscopico
Implantes B i B 0,4857
Macroscopico 53,85 46,15 '
Nao
Ascite i & 2 0,6004
c3 Sim 60 40 '
n=15 Microscopico
Implantes i 90,57 8 1,0
Macroscoépico 66,67 33,33 ’
Nao
Ascite : L i 0,0002
T Sim 12,50 87,50
n=19 Microscopico
Implantes P . ) 0,0174
Macroscopico 41,67 58,33 '
Nao
Asdile . 87,50 12,50 0,0587
T2 Sim 36,36 63,64
n=19 Microscopico
Implantes i 56,67 il 1,0
Macroscopico 50 50 '
Nao
Ascite i & . 0,1108
T3 Sim 28,57 71,43
n=19 Microscopico
Implantes P L 3 0,1637
Macroscopico 35,30 64,70 '

Nota: - Camundongos Suigos foram inoculados (IP) com 3 x 10° células do tumor de Ehrlich

e distribuidos aleatoriamente nos subgrupos de experimentagdo. O tratamento

constituiu da aplicagao de 1 x 10° UFC BGC (IP). Os animais foram acompanhados

por 50 dias ap6s a inoculagdo. A coleta de ascite foi obtida imediatamente apés a

morte do animal. Os espécimes foram avaliados por imuno-histoquimica para

expressao de MMP-9.

- MMP-9 = metaloproteinase-9; IHQ = imuno-histoquimica; C1, C2, .... T3 = subgrupos

de experimentacgéo; IP = intraperitoneal; UFC = unidades formadoras de coldnia;

- * Teste Exato de Fisher.
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A andlise da sobrevida global relacionada revelou correlagéo significativa
entre desenvolvimento de ascite e mortalidade nos subgrupos C1 (p=
0,0066), C2 (p= 0,007), C3 (p= 0,007), T2 (p=0,0007) e T3 (p= 0,0018)
(Tabela 7). No subgrupo T1, tratado com dose unica de BCG, essa
correlagdo n&o ocorreu (p= 0,0578). Neste grupo observou-se menor
sobrevida nos animais cujos tumores expressam MMP-9 pela IHQ

(p=0,0361) (Tabela 7).

A sobrevida dos animais tratados com dose Unica de BCG foi maior que a

dos tratados com doses repetidas de BCG (p= 0,0343) (Figura 12).
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Figura 12 — Sobrevida cumulativa dos animais do grupo tratamento apds
inoculagao (IP) de 3 x 10° células do tumor de Ehrlich, em relagio
ao numero de doses de BCG. O grupo Dose Unica (n= 15) recebeu
1 x 10° UFC de BCG no dia da inoculagdo do tumor de Ehrlich. O
grupo Doses Repetidas (n= 30) recebeu 1 x 10° UFC de BCG de 3/3
dias ou 7/7 dias. Os animais foram acompanhados por 50 dias apos a
inoculagao. (* Teste Logrank).



Tabela 7 - Resultado das analises atuariais da sobrevida global relacionada a

presenca de ascite, volume médio dos implantes peritoneais neoplasicos

e positividade da expressdo de MMP-9 por IHQ.

Grupo Variavel Categoria n (%) S%Odt;;?(igs, p**
Ascite gf‘rﬁ ‘;3:?3 = 0,0066
A e A
HamwPo | a7 1.9
Ascite - gg:gg 12050 0,007
nts | mplantes e 55,65 06148
T — T
Ascite gf‘n‘;“ gg:g? 12000 0,007
nots | Implantes R i 10
IHQ MMP-9 Peive—| 3295 = 0,5804
T e T
Ty [T [ a0 oy
il v L 0,0361
Ascite giﬁ g;g; 12000 0,0007
nefo | Implantes et 5250 10
Tl e
Ascite glén‘: ?g:g: 1;‘?2";’9 0.0018
nI:;'g irrpanies 3!.‘2’21‘11‘;’2'; ;g:ig 415 23 10
e e i ——

Nota: - Camundongos Suigos foram inoculados (IP) com 3 x 10° células do tumor de Ehrlich
e distribuidos aleatoriamente nos subgrupos de experimentacdo. O tratamento
constituiu da aplicagdo de 1 x 10° UFC BGC (IP). Os animais foram acompanhados
por 50 dias apds a inoculagdo. A coleta de ascite foi obtida imediatamente apds a
morte do animal. Os espécimes foram avaliados por imuno-histoquimica para
expressdo de MMP-9.

- MMP-9 = metaloproteinase-9; IHQ = imuno-histoquimica; C1, C2, .... T3 = subgrupos
de experimentacgao; IP = intraperitoneal; UFC = unidades formadoras de coldnia;

- * Teste de Kaplan Meier.

- ** Teste exato de Fisher.
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b i Avaliacdo da atividade gelatinolitica

A avaliagdo da atividade gelatinolitica foi realizada em amostras de liquido
ascitico colhidas (n=12) por zimograma de gelatina (2 mg/ml) em gel de
acrilamida a 10%. O resultado da avaliagéo foi obtido por densidade Optica
maxima (DO Max) de cada banda apresentada no gel ap6s leitura e analise
pelo programa GelPro Analyser 3.1 (Media Cybernetics, Califérnia, USA). A
atividade de MMP-9 e MMP-2, avaliada pelo zimograma, foi identificada nas
amostras do grupo controle (PBS) e tratamento (BCG) (Figura 13). A
aplicacao de BCG intraperitoneal foi capaz de aumentar significativamente a
deteccdo de MMP-9 e MMP-2 no liquido ascitico, principalmente nos
subgrupos tratados com de doses repetidas (p=0,0314 e p= 0,0202) (Tabela

8) (Figura 14).

Grupo Controle (PBS) Grupo Tratamento (BCG)

c1 c2 c3 T T2' T3

92 kKDa MMP-9

72 kDa MMP-2

Figura 13 — Determinagdo da atividade gelatinolitica mediante zimograma de
liquido ascitico em gel de SDS-PAGE (10%) com gelatina (2
mg/ml). As linhas correspondem a amostras dos grupos Controle’
(PBS) e Tratamento’ (BCG) e seus respectivos subgrupos. Amostras
de liquido ascitico, de animais inoculados (IP) com 1 x 107 células do
Tumor de Ehrlich, foram associadas a tampao nao redutor na
proporgéo de 1:1. As colunas do gel foram preenchidas com 15 pl da
suspensao, contendo 100 pg de proteina total, dosada pelo método
de Bradford. As bandas claras correspondem a areas de atividade
gelatinolitica representadas pela MMP-9 (92 kDa) e MMP-2 (72 kDa).
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Tabela 8 - Valores médios de densidade 6ptica maxima (DO Max)
evidenciados nos zimogramas em gel de SDS/PAGE (10%)

com gelatina (2 mg/ml).

Bandas (DO Max)

Grupo
72 kDa MMP-2 92 kDa MMP-9
. C 1" (PBS) 106,07 77,753
Dose unica
T1'(BCG) 189,51 * 161,57 *
Seqiiencial C 2' (PBS) 129,36 78,99
(3/3 dias) T2 (BCG) 217,63 * 217,37 *
Reforgo
C 3 (PBS) 162,49 134,12
(7/7 dias)
T3 (BCG) 196,98 164,74

Nota: Valores obtidos apds leitura e analise em programa
computadorizado GelPro Analyser 3.1 (Media Cybernetics,
California, EUA). ( * p<0,05 em relagdo aos animais do grupo

Controle’ que receberam PBS).

= Controle

200+ I Tratamento
>
© 150
=
Q 100+
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Figura 14 — Medida global de densidade éptica maxima (DO Max) das

bandas evidenciadas no zimograma em gel de SDS/PAGE
(10%) com gelatina (2 mg/ml) do grupo Controle’ (PBS) e
Tratamento’ (BCG). (* p= 0,0314; * * p=0,0202 - Teste t de

Student).
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8. DISCUSSAO

8.1. Acompanhamento evolutivo da carcinomatose

experimental

Os animais do grupo controle e tratamento apresentaram evolugédo uniforme
quanto ao peso evolutivo (p= 1,0) e ao tempo de sobrevida (p= 0,8873)
(Tabela 4; Figuras 3 e 6). A morte em decorréncia da evolugédo do tumor de
Ehrlich foi evidenciada em 40,91% dos animais do grupo controle e 53,33%
dos camundongos do grupo tratamento (p= 0,8873). Os animais dos
subgrupos de tratamento (BCG) que envolveram repeticdo das doses de
BCG grupo obtiveram pior sobrevida quando comparados aos animais

tratados com dose Unica de BCG (p=0,0426 e p=0,0343) (Figuras 5 e 12).

O desenvolvimento de ascite correlacionou-se significativamente com a
sobrevida nos grupos de experimentacao (p < 0,05), exceto no subgrupo
tratado com dose Unica de BCG (p=0,7391) (Tabela 7). Neste grupo (T1) o
desenvolvimento de ascite esteve associada a expressdao da MMP-9 nos
implantes tumorais (0,0002) e a positividade da MMP-9 foi relacionada ao
tamanho dos implantes peritoneais neoplasicos (p= 0,0174 e p=0,0128)
(Tabelas 5 e 6). A sobrevida no subgrupo de tratamento com dose Unica de
BCG foi influenciada pela positividade da MMP-9 nos implantes neoplasicos
(p=0,0361) (Tabela 7). Este achado é semelhante aos resultados da revisao

da literatura na qual a formacgédo de ascite estd associada a evolugéo da
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carcinomatose peritoneal e correlaciona-se diretamente com o progndstico

dos pacientes (GARRISON 1986).

Tornou-se possivel a identificagdo de implantes peritoneais ou ascite
neoplasica em todos animais avaliados (Tabela 5; Figura 9). Ao final do
experimento, 56,82% dos animais do grupo controle (PBS) e 56,14% dos
camundongos do grupo tratamento (BCG) desenvolveram ascite neoplasica
(p>0,05) (Figuras 7 e 8). Entretanto, quando se avaliam os animais de um
mesmo subgrupo, considerando a formacdo de ascite neoplasica, a
evolugéo clinica da carcinomatose apresentou-se heterogénea. As técnicas
de inoculagcéo experimental do tumor de Ehrlich s&o variaveis e, muitas
vezes, nao sao citadas pelos pesquisadores, o que dificulta a analise da sua
influéncia. Uma das possiveis explicagdes para este achado deve estar
relacionada ao pequeno numero de células tumorais aplicadas na cavidade
peritoneal no primeiro experimento (3 x 10°), porém, estudos que avaliam
influéncia de imunoterapia no tratamento de tumores necessitam maior
tempo de sobrevida do animal, significando em redugdo na quantidade ou
agressividade de células tumorais utilizadas (EHRLICH 1906; GUERRA

1983; LALA 1990; WAINSTEIN 1999; MEDINA 1999; HORIG 2001).

Outra possibilidade estaria relacionada ao método de aplicacdo das células
tumorais no peritdnio que envolvia a realizagdo de laparotomia mediana e
aplicacdo das células neoplasicas num volume de 0,1 ml, utilizando-se

seringa de 1,0 ml com escala de 0,01 ml. Apesar da existéncia de evidéncias
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que demonstraram uma ocorréncia maior de adesdo e crescimento de
células tumorais nas feridas operatérias, o implante das células tumorais por
de laparotomia fez-se necessario para simular uma situagéo clinica real,
onde apés a remocgdo operatéria do tumor restariam apenas células
neoplasicas residuais na cavidade abdominal Qualquer imprecisdo no
volume inoculado poderia corresponder a uma variagéo de células tumorais
implantadas, influindo diretamente na evolugdo e sobrevida dos animais.

(BUCK 1973).

Os resultados obtidos em relagéo ao desenvolvimento de ascite neoplasica e
sobrevida nao difere aos encontrados na evolugdo natural de neoplasias
abdominais humanas que, apés tratamento cirirgico, a metade dos
pacientes pode desenvolver carcinomatose peritoneal (SUGARBAKER 1985;

SUGARBAKER 1996).

No segundo experimento, foi necessaria a aplicagdo de uma concentragao
maior de células do tumor de Ehrlich, pois a analise da atividade
gelatinolitica dependia do desenvolvimento homogéneo de maior volume
ascite neoplasica. Foram aplicadas 1 x 10’ células do tumor de Ehrlich na
cavidade peritoneal de 12 camundongos fémeas da linhagem Suica, de
acordo com protocolo semelhante descrito previamente e modificado, neste

projeto, para adequar-se as células do tumor de Ehrlich (BELOTTI 2003).
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8.2. Imunoterapia intraperitoneal

O sistema imunitario € capaz de rastrear o corpo, continuamente, contra
ameacas e moléculas estranhas ao organismo. Quando o sistema imunitario
é confrontado no peritdnio, concomitantemente, com células tumorais e BCG
uma resposta imunitaria € desencadeada contra ambos. A especificidade
dessa resposta depende da capacidade de co-estimulacdo do BCG e do
reconhecimento de antigenos tumorais. A habilidade de o BCG interferir na
proliferacdo de certo tipos de tumores € bem documentada, entretanto, o
protocolo de aplicagdo apresenta importancia critica, pois altos e baixos
niveis de protegcdo e até a facilitagdo do crescimento tumoral tém sido
observados em estudos experimentais. Além da variagdo da dose e dos
esquemas empregados, um mesmo fragmento da parede celular do BCG
pode apresentar epitopos que podem agir como imunomoduladores
estimulantes e outros que causam imunossupressao celular (BEAUDET

1983).

O fato que os animais tratados com BCG nao terem apresentado evolugdo
clinica e sobrevida melhor que o grupo controle sugere que a resposta
imunitaria contra a carcinomatose induzida por tumor de Ehrlich foi ineficaz.
A falha da imunoterapia empregada pode estar relacionada a fendmenos

imunitarios associados aos mecanismos de escape tumoral, como:
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Possivel baixa imunogenicidade da linhagem de células do tumor de
Ehrlich utilizado no projeto, apesar da sua agressividade, origem e
morfologia. O cancer origina-se de uma unica célula mas a maior
parte das neoplasias € composta de clones celulares distintos,
geneticamente instaveis, que proliferam com a evolugdo do tumor
(HEPPNER 1984). Uma diferenciagdo do fenétipo das células da
linhagem do tumor de Ehrlich utilizado poderia desapercebida pelo
sistema imunologico atraindo uma resposta menos intensa, apesar de
sua agressividade biolégica (CHAN 1998; SCHREIBER 2002).
Ademais, as células da linhagem do tumor de Ehrlich utilizadas
podem carecer de moléculas de adesao a linfocitos prejudicando a
apresentagdo dos antigenos tumorais (DE BOER 1986; LOLLINI
2003).

Provavel efeito especifico relacionado a cepa do BCG — Mureau RJ,
que deve desencadear uma resposta imunoloégica mais forte e
especifica contra o BCG e, possivelmente, menos efetiva contra
antigenos inespecificos como os encontrados nas células da
linhagem de tumor de Ehrlich inoculadas. A aplicagdo de um forte
adjuvante imunolédgico como o BCG intraperitoneal pode ser capaz de
estimular o sistema imunologico de maneira inespecifica permitindo a
identificacdo e destruicdo aleatéria de antigenos previamente nao
identificados, como os presentes nas neoplasias. Contudo, mesmo
que um grande estimulo imunolégico seja gerado, nao existe garantia

que sera dirigido especificamente para o reconhecimento e destruicdo
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das células do tumor de Ehrlich aplicadas no peritdnio dos
camundongos dado a baixa imunogenicidade das células do tumor de
Ehrlich (PARDOLL 1999; SHRIKANT 1999; BLAKE 2000; OTA 2002).
Possivel imunossupressdo induzida pelas células da linhagem do
tumor de Ehrlich utilizadas ou pelas citocinas que podem estar
presentes na resposta inflamatoria decorrente da aplicacédo
intraperitoneal de BCG. Ao que parece, esta supressdo associa-se
mais a um aumento na producdo de TGF-B pelos macrofagos e
diminuicao da resposta Th1 refletindo na diminuicdo da producédo de
IFN-y (ZHANG 1995; YOUNG 1999; TOOSSI 1995; LIN 1996). Este
comportamento pode refletir uma propriedade especifica das
micobactérias ou simplesmente uma conseqléncia da presenca da
sobrecarga antigénica (YOUNG 1999). A liberacdo aumentada de
TGF-B apoés estimulacao induzida pelo tumor de Ehrlich ou pelo BCG
pode ser capaz de reduzir, localmente, a resposta de linfécitos T e a
resposta celular necessaria para o controle do crescimento tumoral
(MENDEZ-SAMPERIO 2000; CHEN 2001).

Provavel sobrecarga antigénica em virtude das repetidas doses de
BCG que poderia proporcionar a redugdo de linfocitos especificos
(ROOK 1975; GILBERTSON 1999). A escolha dos esquemas de
tratamento com doses repetidas de BCG baseou-se no fato de que
existe um atraso discreto na ativagdo adequada do sistema
imunolégico para destruir as células tumorais inoculadas (PIMM

1980). Entre o segundo e o quarto dia apés aplicacado intraperitoneal
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de BCG, os macréfagos apresentam grande capacidade fagocitica,
que diminui drasticamente ao redor do 8° ao 12° dia (HAMERMAN
2001). Além disso, aplicagdo intraperitoneal de BCG estimula
resposta imune no local induzindo o surgimento de células NK ao
redor do 3° ao 5° dia e de linfocitos efetores no 9° dia apds sua
aplicagdo (MELTZER 1975; MELTZER 1977, TRACEY 1977 PANG
1982; APPELBERG 1992; HAMERMAN 2001).

Provavel efeito da aplicacdo de mdltiplas doses de BCG contribuindo
para o aumento da atividade de macrofagos ativados no local do
tumor. Em determinadas neoplasias, os macréfagos apresentam uma
relacdo de simbiose com o tumor, pois as células neoplasicas sao
capazes de atrair os macréfagos, que por sua vez podem sustentar o
crescimento tumoral pela producdo de fatores que promovem o
crescimento tumoral e estimulam a angiogénese (POLLARD 2004).
Entretanto os macréfagos constituem elemento fundamental na
resposta imunolégica contra as micobactérias e as células
neoplasicas produzindo citocinas com agdo antitumoral. Os
macréfagos ativados pela aplicacdo de BCG s&o responsaveis pela
produgdo e liberagdo de metaloproteinases como a Gelatinase A
(MMP-2), Estromelisina (MMP-3), Matrilisina (MMP-7), Gelatinase B
(MMP-9) e elastase macrofagica (MMP-12) (HESLIN 2001; LIU 2001).
A expressédo das MMPs pelos macrofagos correlaciona-se
diretamente com a capacidade invasiva e com o prognéstico de

neoplasicas solidas (DAVIES 1993; NAYLOR 1994; YANG 2001).
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8.3. Influéncia das Gelatinases: MMP-2 e MMP-9

As MMPs constituem endopeptidases capazes de serem identificadas nos
tecidos normais e tumorais. O aumento da liberagdo de MMPs no tecido
neoplasico auxilia nas etapas de invasdo e metastatizacdo. Muitas das
MMPs sao expressas pelas células normais presentes no estroma tumoral e
ndo pelas células neoplasicas (HEPPNER 1996). Esse achado sugere que
o tumor mantém comunicagao com o microambiente adjacente, estimulando
a producao de MMPs. O aumento da expressdao de MMPs encontrada em
tumores correlaciona-se com a agressividade tumoral. O aumento na
expressdo de MMP-9 pode ser identificado em melanomas avancados
enquanto que o aumento na expressdo de MMP-2 conferiu pior evolugao em
portadoras de cancer de mama (DAVIES 1993). No experimento realizado, a
expressdo de MMP-9, detectada por imuno-histoquimica, apresentou
correlagdo com a sobrevida conferindo uma pior evolugdo aos animais do

subgrupo tratado com dose unica de BCG (0,0361) (Tabela 7).

A aplicacdo de BCG intraperitoneal pode ter estimulado a liberagdo de
MMPs, pois a infeccao por micobactérias constitui um potente estimulo para
producdo de MMP-2 e MMP-9 pelos macréfagos murinos, mediado pela
secrecao de TNF-a e IL-18 e regulado por citocinas leucocitarias como o
INF-y, IL-4 e IL-10 (QUIDING-JARBRINK 2001). Outras citocinas como a IL-
18 e o GM-CSF que sao liberadas pelos macréfagos apds a fagocitose de

BCG também podem estar envolvidas na producdo de MMPs (SAREN 1996;
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WANG 1999; ZHANG 1998). As gelatinases, MMP-2 e MMP-9 constituem as
unicas MMPs cujo aumento pode ser detectado apds estimulagcdo de
macréfagos in vitro por BCG (XIE 1994; QUINDING-JARBRINK 2001). O
recrutamento de células inflamatérias, capazes de induzir a degradagéo da
matriz extracelular, &€ essencial durante a resposta imunolégica protetora as
micobactérias e para a formagdo adequada do granuloma (QUINDING-
JARBRINK 2001). A produgéo de MMPs contribui com processo patolégico
de destruicao tecidual, principalmente nos estagios avancados da infecgéo

por micobactérias.

A liberagdo de MMPs participa no remodelamento do estroma peritumoral
aléem de favorecer a liberagdo de fatores de crescimento estimulando o
crescimento neoplasico (LYNCH 2002). A MMP-9 é capaz de formar um
complexo com CD44 que induz a ativacdo do TGF-B potencializando a
proliferagc&o tumoral (YU 1999). O TGF-§ é secretado na sua forma latente e
depende da protedlise para sua ativagédo. A MMP-2 e a MMP-9 sdo capazes
de processar um proteoglicano ubiquitinado, denominado Decorina, que
serve como reservatorio extracelular de TGF-B. A clivagem da Decorina
pelas MMPs permite a liberagdo de TGF-B ativo (IMAI 1997). Além do
estimulo mitogénico o TGF-p também pode influenciar no desenvolvimento
de um fendtipo mais migratério e invasivo além de contribuir com

imunossupressao no local do tumor (BHOMWICK 2001).
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principalmente nos subgrupos que receberam doses repetidas de BCG
intraperitoneal (p < 0,05) (Tabela 8; Figuras 13 e 14). A atividade
apresentou-se maior para a MMP-2 e menor para a MMP-9, provavelmente,
devido a diferenca de expressao de MMPs pelas células da linhagem de
tumor de Ehrlich utilizada, que nao expressa MMP-9 por imuno-histoquimica
(Figura 10). A origem deste aumento pode estar relacionada as repetidas
doses de BCG intraperitoneal que contribui para o aumento da ativagao dos
macréfagos peritoneais. Os macréfagos ativados associados o tumor
constituem uma das principais fontes de MMP-9 apds aplicagéo
intraperitoneal de BCG, num contexto dose-dependente, explicando a maior
quantidade de atividade gelatinolitica detectada no subgrupo de tratamento
que recebeu doses seqlenciais de BCG a cada 3 dias (QUINDING-

JARBRINK 2001; POLLARD 2004) (Figura 13).

As gelatinases estdo associadas a formacdo de ascite neoplasica,
provavelmente, pelos seguintes mecanismos: destruicdo das barreiras
fisicas as metastases peritoneais e angiogénese associada as MMPs que
aumentam a capilaridade da membrana peritoneal, permitindo o acumulo de
fluido. As MMPs, principalmente a MMP-9, induz a liberagao de VEGF ativo
na ascite neoplasica de animais submetidos ao implante de células de
cancer de ovario na cavidade peritoneal. De outra maneira, a redugdo no
volume ascitico pode ser obtida com a utilizagdo de inibidores da

metaloproteinases (BELOTTI 2003).
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CONCLUSOES

A aplicagéo intraperitoneal de BCG, da cepa Mureau — Rio de Janeiro,
ndo alterou a sobrevida dos camundongos submetidos a

carcinomatose por tumor de Ehrlich.

Doses repetidas de BCG aumentam a mortalidade dos animais com
carcinomatose peritoneal por tumor de Ehrlich, em relagédo a dose

Unica.

A expressao de MMPS9 por IHQ €& mais evidente nos tumores dos
camundongos tratados com doses sequenciais BCG do que naqueles

que receberam aplicagbes de PBS.

A expressao tecidual de MMP-9, nos animais tratados com BCG,
esta associada ao aumento da mortalidade em relacdo aos
camundongos do mesmo grupo que apresentaram auséncia de

expressao tecidual de MMP-9.

A atividade gelatinolitica presente no liquido ascitico de animais
portadores de carcinomatose por tumor de Ehrlich tratados com BCG

€ maior do que a dos camundongos que receberam PBS.
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