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RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que polissacarideos do liquen Ramalina
celastri s@o responséaveis pela inibigdo parcial ou total do Sarcoma 180 (S-180).
Objetivamos com este trabalho avaliar sob ponto de vista histolégico e
imunohistoquimico as células deste tumor apés o tratamento com a a-D-glucana
extraida deste liquen. O modelo tumoral foi inoculado subcutaneamente em
camundongos albinos suigos fémeas. Apds 24 horas, iniciou-se o tratamento. A
cada 7 dias, durante 5 semanas, os tumores eram medidos e fixados em Liquido de
Bouin e emblocados em parafina histolégica. Foram utilizadas metodologias de
coloragéo para microscopia de luz e para a imunohistoquimica os cortes foram
incubados com anticorpos policlonais que reconhecem FN e LN e detectados com

anticorpo secundario complexado com peroxidase.

O estudo estatistico mostrou inibigdo do crescimento tumoral e diminuigéo do
volume tumoral médio ao longo dos 35 dias nos animais tratados com a o-D-
glucana. Observou-se vasos sanguineos neoformados e infiltrado inflamatdrio,
sendo mais intenso nos animais tratados, sugerindo um papel estimulante do
sistema de defesa para a substancia, mecanismo que ainda nao foi totalmente
esclarecido. Figuras sugestivas de apoptose foram encontradas nos animais
tratados, o que ja havia sido relatado por outros autores que utilizaram esta glucana

em células Hela.

Com relagdo a imunomarcagéo, os cortes se apresentaram negativos para
LN, sugerindo uma provavel natureza nao epitelial, visto que ainda ha duvidas
sobre o tecido de origem destas células. Com relagdo a FN, observou-se
positividade em todos os cortes. Nos tumores controle, a marcagao foi mais intensa
entre as células tumorais sugerindo a¢do na adeséo destas células, enquanto que
nos tratados, a marcagao ocorreu no tecido conjuntivo adjacente, sugerindo agéo na

migracéo de células de defesa, provavelmente induzida pelo polissacarideo.
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ABSTRACT

Previous studies demonstrated that the polysaccharide of the Lichen
Ramalina celastri is responsible for partial or total inhibition of Sarcoma 180 (S-180).
We aimed in this work to evaluate under a histological and an immunohistochemical
point of view, the cells of this tumor after the treatment with o-D-glucana extracted
from this lichen. The tumoral model was subcutanously inoculated in Swiss albino
female mice. After 24 hours, we iniciated the treatement. Every 7" day, for 5 weeks,
the tumors were measured and the animals were sacrificed. The tumors were fixed in
Liquid of Bouin and embedded in paraffin. Staining methodologies were used and for
the immunohistochemical, the tumors were incubated with polyclonais antibodies
against FN and LN and developed with a secondary antibody conjugated with

peroxidase.

Statistical study showed significant results in inhibition of the tumoral growth

and decreasing tumor mass after 35 days with a-D-glucan treatment.

It was observed neovascularization and infiltrated inflammatory, what was
more intense in thea-D-glucan treated groups, suggesting a stimulating role in the
defense system for this substance. Suggestive apoptosis bodies were found in the
treated groups, what had already been told by other authors that used this glucan in

Hela cells culture model.

Related to the mmunohistochemistry, the control and treated tumors were
negative for LN, suggesting a probable non epitelial nature, because there are still
doubts on the origin of S-180. FN was expressed in all groups. In the control groups,
there were more intense FN expression margin tumors cells, suggesting the action of
this molecule in these cells adhesion. While in the treated groups, the FN in
connective tissue appeared more intense, suggesting to FN playing a role as an
important for inflamatory cells adhesion and migration, probably induced by the

polysaccharide treatment.
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1. INTRODUGAO

1.1 NEOPLASIA

Intensa investigagdo tem sido dirigida @ compreensao da biologia da célula
tumoral ja que isto é objeto de grande interesse para a humanidade. Alguns estudos
visam esclarecer os mecanismos pelos quais as células normais se transformam em

tumorais bem como conhecer e entender 0 comportamento destas células.

Em tecido normal a velocidade de formagdo de novas células é
contrabalangada por mecanismos fisioldgicos que levam a sua destruicdo. Estes
mecanismos, que s&o responsaveis pelo equilibrio da massa tecidual, sdo
totalmente controlados pelo organismo que, deste modo, mantém os 6rgdos e
tecidos dentro das proporgdes geneticamente programadas para cada espécie. A
ruptura deste equilibrio no sentido da excessiva producdo de células anormais na
composi¢ao genética e no comportamento bioldgico, desenvolve massas celulares
de estrutura atipica, denominadas neoplasias (Catanzaro Guimardes, 1982). Sir
Rupert Willis, oncologista britanico, foi quem conseguiu definir melhor o termo
neoplasia: “Uma neoplasia é uma massa anormal de tecido, cujo crescimento
ultrapassa e se mostra descoordenado quando comparado ao dos tecidos normais e
persiste da mesma maneira excessiva apds o estimulo que evocou todas as

mudangas ter cessado” (Willis, 1952).

As diferencas entre as células neoplésicas e as normais podem ser divididas
em: (1) propriedades de crescimento alteradas in vitro e in vivo (apresentam
proliferacdo desregulada, falha de maturagdo, transplantabilidade); (2) alteragbes
morfolégicas e metabdlicas (relacionadas ao processo de diferenciagdo); (3)
alteragdes cariotipicas; (4) alteragdes antigénicas; e (5) alteragdes da superficie e
da membrana da célula (perda de inibi¢do por contato) (Cotran et al., 1994).

Os tumores apresentam dois componentes principais basicos: o parénquima

que é constituido pelas células neoplasicas em proliferagdo e o estroma que é

formado pelo tecido conjuntivo e vasos sanglineos, cujo desenvolvimento €&



estimulado pela célula tumoral de forma que seja sempre abastecida de nutrientes e

oxigénio para seu crescimento (Alberts et al., 1994)

Quando comparadas com as normais, muitas alteragdes significantes podem
ser encontradas nas células tumorais, tais como: diferencas no controle de
crescimento celular, na morfologia, nas interagées célula-célula, na estrutura do
citoesqueleto e na expressao génica. As células tumorais podem ser distinguidas
das células normais por exames microscopicos. A microscopia de luz, apesar de sua
limitagdo, permite estudar tecidos de uma forma geral. Morfologicamente, as células
tumorais exibem caracteristicas de células de rapido crescimento, como razao entre
nucleo e citoplasma alta, nucléolo proeminente, muitas mitoses e relativamente

poucas estruturas especializadas (Darnell et al., 1995).

Geralmente, existem critérios biolégicos que permitem diferenciar os tumores
benignos dos malignos. Os tumores benignos tém por caracteristica apresentar um
crescimento lento e expansivo, alcangando em geral grandes propor¢des, podendo
comprimir os tecidos adjacentes. Normalmente, esses tumores possuem contornos
definidos, sendo circunscritos por uma capsula de tecido conjuntivo indicando
auséncia de invasao sobre o tecido normal adjacente. Deste modo, pela remogéo
cirurgica da massa tumoral, é possivel obter-se cura . Por outro lado, os tumores
malignos possuem crescimento rapido e infiltrativo. As células neoplasicas malignas
proliferam-se mais intensamente na periferia do tumor, formando saliéncias ou
brotos que se estendem de modo desigual destruindo o tecido circunjacente e
definindo um crescimento desordenado para a massa tumoral (Stevens, 1996).
Pode acontecer das células periféricas se destacarem formando focos de
crescimento distantes da massa principal, disseminando-se para outras regides do
organismo através de vasos sanguineos ou linfaticos em processo denominado
metastase, tornando dificil sua erradicagdo (Fidler, 1991; Nicolson, 1989). A
invasividade e a formagdo de metastases sdo caracteristicas importantes na
diferenciagdo entre um tumor benigno e um tumor maligno. As células tumorais
atuam se reproduzindo em detrimento das normais e quando invasivos, invadem
territérios reservados para outras células. Como consequéncia, acabam por

provocar significativos danos aos tecidos (Alberts, 1994).



Outra caracteristica no que se refere a diferenca entre tumores malignos e
tumores benignos estd no grau de diferenciagdo; os tumores malignos sdo pouco
diferenciados ou indiferenciados, enquanto que os tumores benignos s&o bem
diferenciados, sendo constituidos por células semelhantes as células do tecido de

origem.

Na maioria dos casos, 0 exame histopatolégico € o método ideal para
distinguir um tumor benigno de um maligno. Em geral, os tumores benignos
apresentam células com nucleos relativamente pequenos, citoplasma abundante e
raras mitoses. As células dos tumores malignos por sua vez, apresentam variagdes
importantes de forma e volume, sendo seus nucleos volumosos em relagdo ao
citoplasma.. Existem habitualmente grandes nucléolos, refletindo a atividade
sintética dessas células. Uma caracteristica morfoldégica importante nos tumores
malignos é a presenca de figuras de mitose atipicas ou andmalas. Nas mitoses
atipicas, podem-se organizar fusos mitdticos multipolares com formagéo de vérias
placas equatoriais, originando as mitoses multipolares. Os cromossomos podem se
duplicar mas ndo se separar, originando células hipercromaticas (hiperpldides), ou
seja, células com maior nimero de cromossomos que as células normais, ou ainda,
pode acontecer que um ou mais cromossomos nao se separe totalmente, havendo
uma distribuicdo desequilibrada durante a anafase, do que resulta a formagcao de

figuras mitdticas assimétricas, originando células aneupléides (Cotran et al., 1994).

~

Quanto a histogénese, as neoplasias sdo classificadas segundo sua
derivacao dos diversos tecidos matrizes. A regra geral consiste em nomear o tecido
de origem seguido do sufixo oma. A base histogenética € presumida de semelhancga
histolégica, ou seja, o tecido de origem é deduzido pela semelhanga do parénquima
neoplasico com o tecido normal. Desta forma em sentido genérico, os carcinomas
designam tumores malignos derivados do epitélio, enquanto os sarcomas, 0s

tumores malignos de origem conjuntiva (Catanzaro Guimaraes, 1982).

O termo neoangiogénese se refere ao desenvolvimento de novos vasos
sanguineos. O estimulo que promove este fendmeno pode ser proveniente

diretamente das células tumorais ou indiretamente das células inflamatérias que sé&o



atraidas para o local. Sugere-se que a habilidade de formar novos vasos
sanguineos seja um pré-requisito para o desenvolvimento tumoral (Blood; Zetter,
1990). Desta forma, a célula tumoral pode estimular o desenvolvimento dos vasos
sanglineos para que ela seja sempre abastecida de nutrientes e oxigénio para o
seu crescimento. Estudos em Microscopia de Luz e Imunohistoquimica concluiram
que o numero e a densidade de microvasos em tumores malignos esta diretamente
relacionado com seu potencial de invasdo e de produzir metastases (Fidler; Ellis,
1994). As células endoteliais dos vasos sanguineos de tumores se dividem
rapidamente, diferentemente do que ocorre em tecidos normais. Esta divisdo é
induzida por fatores angiogénicos tais como o fator de crescimento do endotélio
vascular (EVGF, Endothelial Vascular Growth Factor)(Hanahan, 1997).

Quando o suprimento sanguineo € inadequado, ocorre queda na produgcio
de energia pelas mitocdndrias devido a falta de oxigénio e glicose. Desta forma,
alguns tipos de proteinas transportadoras de membrana passam a nio funcionar de
maneira satisfatéria, provocando um desequilibrio idnico dentro da célula. A
concentragéo intracelular de ions Ca’* é normalmente baixa, na ordem de 10‘7M,
quando comparado a concentracdo extracelular que aparece em torno de 10°M.
Nas células normais, os ions Ca"™ encontram-se armazenados no reticulo
endoplasmético e nas mitocdndrias. A entrada de ions Ca™ no citoplasma, ocorre
devido a permeabilidade aumentada dos canais para estes ions, que assim ativam
sistemas enzimaticos como as fosfolipases endégenas, as quais por sua vez, vao
modificar os fosfolipideos das membranas ou as proteases, que acabam por
desestruturar o citoesqueleto. Com a diminuicdo da eficacia da bomba Na'K'
ATPase, devido a deplecdo de ATP, ocorre entrada de Na* juntamente com agua
que se acumula nas cisternas do reticulo endoplasmatico provocando a tumefagéo
da célula. Este fato provoca dispersao de ribossomos e polirribossomos acarretando
uma queda funcional na sintese de proteinas. Com a falta de oxigénio, 0 mecanismo
de producgao de energia fica restrito a glicolise, fazendo com que o pH intracelular
fique baixo devido a producdo excessiva de lactatos. A agdo de enzimas sobre as
membranas, faz com que ocorra ruptura de lisossomos com liberagao de suas

enzimas para o citoplasma que encontram um meio de pH acido para suas



atividades. Desta forma, ocorre entdo uma digestdo enzimatica dos componentes
celulares, desencadeando a dissolugdo da célula. Os eventos bioquimicos e
fisiologicos descritos até aqui, levam a um dano irreversivel ocasionando a morte
celular. Como primeiro evento observado em cortes histolégicos corados com
hematoxilina-eosina, as células necrosadas normalmente apresentam-se com
eosinofilia citoplasmatica, nucleo pequeno e intensamente basofilico (picnose),
indicando cessagdo de transcricio de DNA. A partir de entdo, induzido por
nucleases, ocorre fragmentagdo nuclear (cariorrexe) e posteriormente sua
dissolugdo (caridlise). A célula se transforma em uma massa de proteinas
parcialmente desnaturadas com citoplasma fortemente eosinofilico (Montenegro;
Franco, 1995).

A apoptose é um tipo de morte celular caracterizada por alteragbes
morfoldgicas diferenciadas, como a formagdo de projegdes citoplasmaticas
contendo organelas celulares, volume celular diminuido, cromatina condensada e
degradagdo do DNA devido a endonucleases. Este processo culmina com a
fragmentacao da célula em corpos apoptéticos, de tamanhos variaveis, ligados ou
nao a membrana, que podem ou nao apresentar cromatina, os quais sao
rapidamente fagocitados.. Neste caso ndo ocorre resposta inflamatdria,
caracteristica da necrose. Consequentemente, a apoptose serve como mecanismo
de limpeza e eficiéncia para a eliminagdo de células indesejadas. A regulagdo da
apoptose envolve tanto interacdes de sinais extracelulares, quanto de sensibilidade
intrinseca da célula. Assim, a apoptose ndo é somente induzida por fatores
fisioldgicos mas pode também ser deflagrada por quimioterapia e radioterapia
(Staunton; Gaffney, 1995; Verhaegen, 1998)

1.2 SARCOMA 180:

O Sarcoma 180 (S-180), também conhecido como Tumor de Crocker, € um
tumor indiferenciado descoberto em 26 de outubro de 1914. O tumor primario foi
encontrado em ratos albinos machos na regido axilar direita e diagnosticado na
época como carcinoma, mas o tecido de origem nao foi especificado, ndo se

sabendo se tratava-se de uma neoplasia cutanea ou mamaria. O tumor pode ser



transplantado por inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal. Ele
cresce rapidamente em 90 a 100% dos animais inoculados, ocorrendo regresséo
natural em aproximadamente 8 a 10% destes. Depois de sucessivos transplantes
subcutaneos o padrdo histolégico do tumor apresentou variagbes de forma a
mostrar aspecto de carcinoma e de sarcoma. As células tumorais tem
aproximadamente o mesmo tamanho, com forma variavel. O citoplasma é basdfilo e
0 nucleo hipercromético. Constatou-se a presenga de algumas fibras reticulares
entre as células tumorais e auséncia de fibras coladgenas, as quais apareciam
somente no estroma que dividia o tumor. A regido central do tumor é necrética. Foi
observada a auséncia de capsula. O tumor invade o musculo estriado esquelético, o

tecido adiposo, nervos e vasos sanguineos adjacentes(Stewart et al., 1959).

Aparentemente, o S-180 cresce mais rapidamente em animais jovens do que
em animais adultos. Nos tumores de 20 dias, as medidas dos tumores dos

camundongos jovens foram o dobro das dos adultos (Bischoff; Long, 1936).

O S-180 se infiltra nas estruturas vizinhas e no tecido celular subcutaneo
podendo dar origem a novos tumores. Ele aparece como uma massa sélida, com
escasso estroma e numerosas mitoses tipicas e atipicas. Suas células se arranjam
em ninhos ou corddes com fibrilas colagenas interpostas. Entre os ninhos de
células tumorais, sdo vistas areas necréticas, que sdo maiores quanto maior é a
idade do tumor. As células sdo de forma poliédrica com escassa variagao de
tamanho e os nucleos aparecem em posi¢do central no citoplasma que se mostra
levemente basdfilo. O tumor se encontra rodeado por tecido conjuntivo que envia
septos para dentro da massa tumoral. Ndo foi observada a existéncia de fibras

elasticas. Vasos sanguineos foram encontrados no estroma (Zuckerberg, 1972)

Quando observadas em microscopia eletronica, as células do S-180
apresentam contatos fechados nas regides intercelulares. Deste modo pode-se
concluir que a presenca de especializa¢gdes caracteristicas da periferia de células

epiteliais, permite a identificagdo do S-180 como carcinoma. (Zuckerberg, 1973).

Animais portadores de S-180 tratados com o antibidtico Sporamicina

mostraram regressdo tumoral acentuada e grande infiltragdo de mondcitos,



linfécitos e macréfagos ap6s 20 dias de tratamento. No 5° dia apds a administragéo
da droga além de expansdo e lise do citoplasma, ocorreu expansdo do nucleo e
nucléolo das células tumorais. No 7° dia as células tumorais sofreram degeneraco.
No 10° dia, nos animais que ndo receberam tratamento, foi possivel observar
infiltrac&o de linfocitos ao redor do tumor e uma regido necrética na parte central. O

tecido tumoral se infiltrava pelo tecido normal adjacente (Kawakubo et al., 1980).

Com relagéo a ulceragéo da pele, esta se produz geralmente ao redor do 28°
dia apds a inoculagdo subcutanea, e os animais morrem neste mesmo tempo
(Zuckerberg, 1972).

1.3 POLISSACARIDEOS:

Os liquens consistem da associagdo de fungos e algas. O conhecimento da
composi¢ao quimica de liquens se torna necessario ja que estes sdo utilizados
como matéria prima para medicamentos e alimentos (Czeczuga e Skult, 1988).
Dentre os grupos de substancias quimicas presentes encontram-se os carboidratos
(Berzelius, 1815; Culberson, 1969; Pueyo, 1980 a, 1980 b, 1981). Entre os
polissacarideos encontrados em grandes quantidades nos liquens destacam-se as

glucanas (Gorin et al., 1993).

Certos polissacarideos podem apresentar atividade biolégica, variando
bastante quanto a sua composi¢cdo e, consequentemente, em suas estruturas
quimicas e propriedades fisicas. A atividade anti-tumoral tem sido documentada em
alguns polissacarideos isolados das mais diversas fontes, tais como: fungos
(Mizuno et al.,, 1995), algas marinhas (Noda et al., 1990), liquens (Pereira et al.,
1994) e plantas superiores (Pienta et al., 1995). Além disso, estas moléculas
apresentam baixa toxicidade in vivo (Mizuno et al.,1992). Certos polissacarideos sao
considerados modificadores da resposta imunoloégica. As (1—3),(156)-8-D
glucanas estimulam sistematicamente o sistema imunolégico, resultando em
atividade anti-tumoral, anti-bacteriana, anti-viral, anti-coagulante e de cicatrizagao
(Bohn e BeMiller,1995).



Recentes avangos na pesquisa dos polimeros de carboidratos tém mostrado
que além das fungbes metabdlicas e estruturais, estas moléculas exercem
importantes fun¢des na matriz extracelular (Schuppan et al. 1992), nos processos
de reconhecimento e na ades&o celular (Durand, 1992; Pardi et al., 1992; Hogg;
Landis, 1993; Mackay; Imhof, 1993), entre outros. Além disso, os polissacarideos
estdo envolvidos em outras situagdes fisioldégicas, como a agdo estimulatéria do
sistema imunoldgico (Suzuki et al., 1985; Arinaga et al., 1992; Johnson et al., 1992;
Ross; Vetvicka, 1993) e a inibicdo de metastases tumorais (Parish et al., 1987,
Coombe et al., 1987; Parish; Snowden, 1988).

Desde as primeiras descobertas sobre as diferengcas metabdlicas entre
células normais e tumorais, o interesse em se aplicar este conhecimento na
terapéutica do cancer tem aumentado. Alguns tipos de drogas quimioterapicas séo
citotoxicas e podem agir em fases especificas do ciclo celular, exercendo assim sua
atividade em células que se encontram em processo de divisao tais como as células
neoplasicas, ja que estas apresentam alto indice de proliferagdo (Calabresi,
Chabner, 1991). Porém a utilizacdo destas drogas, na maioria dos casos causa
importantes efeitos nocivos também ao metabolismo de células normais, limitando

assim este tipo de terapia.

A a-D-glucana extraida de Ramalina celastri (R. celastri) apresenta ligagbes
glicosidicas do tipo (1—3) e (1—>4), na proporgéo de 3:1, o que foi observado por
Ressonancia Nuclear Magnética de "°C (Miceno, 1991). A (1-53) e (1-4) o-D-
glucana (a-Glu), apresentou efeito citotéxico sobre células HelLa provocando
apoptose o que foi observado através de microscopia de luz e microscopia

eletronica (Carneiro Ledo et al., 1997).

A o-Glu foi testada frente ao Sarcoma 180 em uma unica aplicagéo
intraperitoneal 24 horas apos a implantagdo do tumor e a dose de 200 mg.kg" foi a
que apresentou resultados mais significativos em relagdo a atividade anti-tumoral.
Nesta dose, o percentual de inibigdo do crescimento do S-180 foi de 81% nos

animais tratados de 35 dias. (Carneiro Le&o, 1998).



1.4 MATRIZ EXTRACELULAR

Os tecidos sdo formados por células e por um espacgo extracelular composto
por uma rede de macromoléculas, secretadas pelas préoprias células, denominado
de matriz extracelular. As duas classes principais de macromoléculas extracelulares
que formam a matriz sdo as cadeias de polissacarideos e as proteinas fibrosas que
podem se apresentar de duas formas funcionais: as estruturais, como por exemplo o
colageno e a elastina, ou as adesivas, caso da fibronectina e da laminina (Alberts et
al., 1994). Esta matriz desempenha um papel muito ativo e complexo na regulacao
do comportamento das células com as quais faz contato, influenciando o seu

crescimento, migragdo, adesao, proliferagédo, forma e fungao.

O mecanismo pelo qual a célula entra em contato com a matriz extracelular,
desencadeando assim os processos bioldgicos produzidos por esta, € denominado
adeséo celular. Para que ocorra este mecanismo, € necessario a interagado entre os
componentes da matriz, os receptores destes nas células e as proteinas do
citoesqueleto que se associam com estes receptores (Yamada; Miyamoto, 1995;
Clark; Brugge, 1995). A adesdo das células umas as outras e a matriz parece ser
fator fundamental para o desenvolvimento embriolégico, para a atuagdo de células
da resposta inflamatéria, na formacdo de metastases, bem como com outros

processos de origem invasiva e degenerativa (Liotta et al., 1986).

1.4.1 Integrinas

A maioria das fungdes bioldgicas atribuidas aos componentes da matriz estéo
vinculadas as interagbes destas moléculas com as células através de receptores
presentes na superficie das mesmas, e destes o0s mais extensamente
caracterizados sdo os constituintes da familia das integrinas. As integrinas sdo
glicoproteinas transmembranas heterodiméricas, compostas por duas subunidades
o e B associadas néo covalentemente e expressas na maioria das células. Uma
caracteristica muito importante das integrinas € a sua capacidade de reconhecer
proteinas da matriz extracelular, reconhecimento que é feito por ambas as cadeias

e ocorre pela interagdo com o peptideo RGD (arginina-glicina-acido aspartico)
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(Ruoslahti,1997). A sequéncia RGD esta presente na fibronectina, no fibrinogénio,
na vitronectina, na laminina € no colageno tipo I. No caso da laminina, esta
seqiiéncia parece ndo estar envolvida no seu reconhecimento pelas integrinas
(Kuhn, 1994).

1.4.2 Fibronectina

A Fibronectina (FN) € uma glicoproteina adesiva presente na forma insoluvel
na matriz extracelular e na forma soluvel no plasma sanguineo, que parece exercer
papel na interagdo da matriz com as células e das células umas com as outras.
Apresenta massa molecular que varia de 400 a 440 kD e é composta por duas
cadeias polipeptidicas similares denominadas A e B, que se apresentam unidas por
duas pontes dissulfeto nas porgdes carboxi-terminal de ambas as cadeias.
Apresenta varios dominios de ligagdo para diferentes moléculas como o colageno,
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