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RESUMO

MENDES, ROSEMAIRY LUCIANE. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2011.
Morfologia e regimes de crescimento das linhagens celulares derivadas de melanoma
murino B16F10, primario e metastatico, em camundongos BALB/c. Orientador: Adilson
Ariza Zacaro. Co-orientador: Marcelo Lobato Martins

O melanoma é uma neoplasia maligna derivada dos melandcitos, células pigmentadas
encontradas predominantemente na pele. Embora ndo esteja entre as neoplasias mais
prevalentes é responsavel pela quarta causa de morte entre os pacientes com cancer. A
compreensdo dos mecanismos envolvidos na génese e progressao do melanoma é crucial
para o seu tratamento. Modelos experimentais que representem as fases da progressao do
melanoma ainda sao raros, mas a cultura de células € uma ferramenta importante para tais
investigagdes. Os objetivos deste trabalho foram: estabelecer um modelo de estudo do
melanoma murino B16F10 por meio do estabelecimento de sublinhagens celulares que
correspondem ao tumor primario e as metastases, apds passagem dessas células in vivo
em camundongos BALBY/c; caracterizar morfologicamente por meio de microscopia éptica e
eletrénica de transmissao (MET) e varredura (MEV) a linhagem B16F10 e as sublinhagens
derivadas; e investigar as leis de escala que regem o crescimento das linhagens de células
de melanoma. Nesse contexto, células de melanoma B16F10 foram injetadas
subcutaneamente (sc.) em camundongo BALB/c e a linhagem derivada dos tumores
primarios foi denominada de B16F10B. A linhagem B16F10 e a sublinhagem B16F10B
foram inoculadas endovenosamente (ev.) em camundongos BALB/c e as sublinhagens
obtidas das metastases foram denominadas B16F10M e B16F10BM, respectivamente. A
linhagem B16F10 e as sublinhagens B16F10B, -BM e -M foram analisadas em MO, MET e
MEV, revelando uma grande heterogeneidade na morfologia dessas células e nos
agregados por elas formados. As células B16F10 e B16F10B também revelaram a MET
presenca de particulas virais. Para a caracterizagdo das leis de escala que regem os
regimes de crescimento das células B16F10, -B, -BM e -M, as linhagens celulares foram
cultivadas sobre laminulas de vidro em placas de 24 pocos e retiradas em intervalos de 24
horas, durante 7 dias. O numero de células por agregado e o numero total de agregados
foram usados para determinar a fungdo de distribuicdo de tamanho de agregados que
sugerem uma transi¢ao nas fung¢des de distribuicdo de um decaimento exponencial para um
que segue lei de poténcia para as células B16F10B. As demais linhagens analisadas
sempre exibiram um comportamento de lei de poténcia. A distribuicdo em leis de poténcia
indica a auséncia de um tamanho caracteristico para os tamanhos dos agregados, podendo
refletir na falta de mecanismos de controle da replicacdo celular aliada a estabilidade dos
agregados. A transicdo no regime de crescimento exibido pelas células B16F10B sugere
que o crescimento celular continuo na cultura pode exercer forgas seletivas que destroem os
mecanismos de regulacdo, tais como a dependéncia de ancoragem e o crescimento de
densidade-dependente. A caracterizagdo morfolégica, bem como do regime de crescimento
das sublinhagens derivadas das células B16F10 mostrou que ha diferengas e similaridades
entre as mesmas, porém, para uma melhor caracterizacdo dessas células, outras analises
devem ser realizadas, tais como: resisténcia a drogas, integridade gendmica e padrao de
expressao de moléculas de adesao.
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ABSTRACT

MENDES, ROSEMAIRY LUCIANE. D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, August 2011.
Morphology and regimes growth of cell lines derivative from murine melanoma
B16F10, primary and metastatic, in BALB/c mice. Advisor: Adilson Ariza Zacaro. Co-
Advisor: Marcelo Lobato Martins.

Melanoma is a malignant neoplasm derived from melanocytes, specialized pigmented cells
that are found predominantly in the skin. Although it does not figure among the most
prevalent cancer types, melanoma is responsible for the fourth leading cause of cancer
patients death. Understanding of the mechanisms involved in the genesis and progression of
melanoma is crucial for the cancer treatment. Experimental models that representing phases
of melanoma progression are still rare, but the cell culture is an important tool for such
investigations. The aims of the work were to determine a study model of murine melanoma
B16F10 by the establishment of cell sublineages corresponding to the primary tumor and to
the metastases, after passage of these cells in BALB/c mice; to characterize morphologically
by optical microscopy (OM) and transmission electron (TEM) and scanning electron (SEM)
the B16F10 lineage and sublineages derived from B16F10; to investigate the scaling laws
that rule the growth of melanoma cell lines. In this context, B16F10 melanoma cells were
injected subcutaneously (sc) in BALB/c mice and the subline derived from subcutaneous
tumors was named B16F10B. The B16F10 lineage and the B16F10B sublineage were
inoculated intravenous (iv) in BALB/c mice, and the sublineages of metastases obtained
were named B16F10M and B16F10BM, respectively. The B16F10B lineage and the B16F10,
-BM and -M sublineages were analyzed by OM, TEM and SEM, what revealed an extent
heterogeneity in the morphology of these cells and clusters formed by them. B16F10 and
B16F10B cells also disclosed to MET viral particles presence. To characterize the scaling
laws that rule the growth regimes of the B16F10, -B, -BM and -M cells, the cells lineages
were cultured on glass coverslips in 24-well plates and removed at intervals of 24 hours for 7
days. The number of cells per cluster and the total number of clusters were used to
determine the cluster size functions. The results suggest distribution functions with a
transition to an exponential decay that follows a power law for B16F10B cells. The other
lineages analyzed always exhibits a power law behavior. The power law distribution indicates
the absence of a characteristic size for the clusters sizes which, from the biological point of
view, might reflect the lack of control mechanisms of cell replication allied to the stability of
clusters. The transition in the growth regime exhibited by B16F10B cells suggests that the
continued cell growth in culture may exert selective forces which destroy regulation
mechanisms such as cell anchorage dependence and density-dependent growth.
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1 INTRODUGAO

O cancer pode ser entendido como uma falha nos processos homeostaticos
normais relacionados com a proliferagdo, diferenciagdo, quiescéncia celular e
apoptose. O melanoma, tumor maligno que surge dos melandcitos, células
pigmentadas especializadas que sado encontradas predominantemente na pele,
corresponde a quarta causa de morte entre pacientes com cancer (INCA, 2011). Por
meio de um complexo sistema de fatores de crescimento e moléculas de adeséao
celular, os queratindcitos controlam o crescimento e o comportamento dos
melandcitos. A perda desse controle leva ao desenvolvimento do melanoma (HAASS
et al., 2004; 2005). Durante a progressao tumoral, células tumorais sofrem alteragbes
moleculares ou aumento da capacidade de sobrevivéncia, proliferacdo, capacidade de
invasao e formacao de metastases. O conhecimento sobre a biologia do melanoma
pode auxiliar no entendimento de mecanismos envolvidos na sua formagao, o que é
de fundamental importancia, uma vez que esse cancer, que tem alto poder
metastatico, é frequentemente resistente as terapias (CHEN et al, 2009;
VILLANUEVA; HERLYN, 2009).

Modelos animais, assim como os métodos de cultura de células, tém auxiliado
na elucidacido de mecanismos envolvidos na interagdo entre fatores relacionados ao
tumor e ao hospedeiro, e no desenvolvimento das neoplasias. Modelos in vitro e in
vivo tém sido amplamente utilizados no estudo do melanoma e constituem ferramentas
indispensaveis para a elucidac&o dos principais aspectos clinicos e biolégicos dessa
doenca. Além disso, modelos matematicos envolvendo a cinética de agregacao celular
associados com estratégias biolégicas também podem auxiliar no melhor
entendimento a respeito da biologia tumoral.

Desse modo, esta pesquisa tem por objetivo o isolamento e a caracterizagao
morfolégica e dos regimes de crescimento do melanoma murino B16F10 e de
sublinhagens celulares dele derivadas apds passagem in vivo em camundongos
BALB/c. Essas sublinhagens podem representar um instrumento util nas pesquisas
sobre melanoma e, portanto, a caracterizagao dessas linhagens é necessaria para o
estabelecimento das possiveis relagdes desse modelo murino com o cancer humano,

bem como para a compreensao dos fendmenos de invasdo e metastases.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasia

A proliferacao, diferenciacdo e apoptose celular sdo processos normais que
ocorrem durante a vida do individuo. A desregulacao desses processos pode resultar
em um crescimento celular autbnomo e diminuicdo ou perda da diferenciagdo e
apoptose celular que, no conjunto, recebem o nome de neoplasia.

As neoplasias, segundo critérios clinicos, morfolégicos (macro e microscopicos)
e comportamento bioldgico sao divididas em duas categorias: benignas e malignas.

As neoplasias benignas geralmente sao formadas por células bem
diferenciadas e que, por possuirem baixo indice mitético, permitem o desenvolvimento
de vasos sanguineos, o que garante uma nutricdo adequada ao tumor. Sendo assim,
ocorrem poucas areas de necrose ou hemorragia no parénquima tumoral e, além
disso, a lesdo apresenta um crescimento expansivo que gera uma compressao de
estruturas adjacentes ao tumor. Em consequéncia, ocorre a formagdo de uma
pseudocdapsula fibrosa, o que faz com que a lesdo seja bem delimitada. Por isso, o
tumor benigno apresenta recidiva negativa quando € extirpado cirurgicamente
(STRICKER; KUMAR, 2010; BRASILEIRO FILHO et al., 2011).

Neoplasia maligna (cancer ou tumor maligno) refere-se as varias formas de
doengas de etiopatogenia multifatorial dependente da constituicdo genética, do
ambiente e do estilo de vida do individuo (WEINBERG, 1996). Segundo estimativas da
International Agency Research on Cancer — IARC (2011) (http://globocan.iarc.fr/),
surgem, por ano, mais de 12 milhdes de novos casos de cancer em todo o mundo. No
Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer — INCA (2011)
(http://www.inca.gov.br/estimativa/2010), a doenga ja é a segunda causa de morte.

Para se transformar em uma célula cancerosa, uma célula normal deve sofrer
determinadas mutagdes e adquirir algumas capacidades funcionais caracteristicas que
permitem a célula cancerosa sobreviver, multiplicar e disseminar. Essas fungdes sao
adquiridas em diferentes tipos de tumores por meio de mecanismos distintos e em
varias fases da tumorigénese. Essas propriedades da célula tumoral maligna seréao

discutidas nas sec¢bes seguintes.
2.1.1 Biologia da célula tumoral
Para se transformar em uma célula maligna, uma célula normal deve sofrer

determinadas mutacgdes e adquirir algumas caracteristicas como: autossuficiéncia de

sinais externos para ativar o ciclo celular, insensibilidade a sinais antiproliferativos,
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imortalidade replicativa (sintese continuada de telomerase), angiogénese sustentada,
reprogramacao do metabolismo energético, evasao dos mecanismos de apoptose, da
senescéncia e do sistema imune, e capacidade de invadir e metastatizar. Além dessas
alteragbes, duas caracteristicas podem influenciar positivamente o crescimento
tumoral: a instabilidade genémica e a inflamacao (WEINBERG; HANAHAN, 2011).

As células malignas respondem as pressdes seletivas as quais sao
submetidas. Ocorre acumulo de mutagdes atingindo os proto-oncogenes e 0s genes
supressores de tumor. Os proto-oncogenes (genes promotores do crescimento celular)
mutados transformam-se em oncogenes, que se caracterizam por promover o
crescimento celular na auséncia de sinais proliferativos normais. Os genes
supressores de tumores, apesar do nome, ndo tém a funcdo de inibir (suprimir) o
surgimento de tumores, esse home se deve ao fato de que, em células normais, esses
genes regulam negativamente o crescimento celular. Se esses genes estiverem
mutados surge a possibilidade do aparecimento de tumores. Dois exemplos de genes
supressores de tumores sao os que codificam as proteinas Rb e p53; elas funcionam
direcionando a célula para proliferar ou, alternativamente, ativar programas de
senescéncia e apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011). As células cancerosas
ultrapassam a senescéncia pela inativagdo de rotas de sinalizagdo celular chaves,
como as da Rb e p53 (SCHOPFER et al., 2007). Em um tecido normal, multiplos sinais
antiproliferativos operam mantendo a interrupgdo temporaria do ciclo celular
(quiescéncia) para corrigir falhas detectadas nos pontos de checagem, induzindo a
interrupgao permanente do ciclo celular (senescéncia) ou ativando a morte celular
programada (apoptose). Portanto, a partir desses mecanismos, a homeostase do
tecido pode ser mantida, pois esses sinais inibidores do crescimento podem bloquear
a proliferacdo celular. Células cancerosas evadem a esses sinais antiproliferativos
para poder prosperar (COLLADO; SERRANO, 2010; KUMAR et al., 2010; HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Assim, as oncoproteinas desprovidas de elementos reguladores,
internos e externos, tornam-se constitutivamente ativas, o que capacita a célula a ser
autossuficiente no crescimento.

A senescéncia corresponde ao estado em que as células estdo viaveis, mas
nao sao proliferativas, pois permanecem na fase G1. Normalmente ocorre em
condicoes de estresse celular, tais como a diminuicdo do teldbmero e danos no DNA
(SERRANO et al., 1997; COLLADO et al., 2007; COLLADO; SERRANO, 2010;
WEINBERG; HANAHAN, 2011).

A inducdo da expressdao do oncogene (ras) com a inativacdo de genes
supressores de tumor (p53 ou p16) podem transformar células normais em
tumorigénicas em modelos de roedores (SERRANO et al., 1997). Entretanto, células

que expressam altos niveis de oncoproteinas (RAS, MYC, RAF) podem entrar em
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senescéncia e/ou apoptose dependendo da atuacdo das proteinas expressas pelos
genes supressores de tumor. Ao contrario, células que expressam baixos niveis
dessas proteinas podem evadir da senescéncia e proliferar (SERRANO et al., 1997;
COLLADO; SERRANO, 2010; WEINBERG; HANAHAN, 2011). A elevagdo da
sinalizacdo proliferativa feita por oncoproteinas pode provocar neutralizacdo das
respostas das células, principalmente a indugéo da senescéncia celular e/ou apoptose.
Mas algumas células cancerosas podem se adaptar aos altos niveis de sinalizacao
oncogénica por desabilitar seus circuitos de senescéncia ou de apoptose induzida.
Assim, além da capacidade de inducdo e manutencido de sinais estimulatérios do
crescimento, as células cancerosas devem também contornar os programas que
regulam negativamente a proliferagao celular. Muitos desses programas dependem da
acao de genes supressores de tumores, que operam de varias formas, evitando o
crescimento e a proliferacéo celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Em cultura, a senescéncia é dependente do numero de duplicagdes celulares
bem como das condi¢des in vitro. Ou seja, a senescéncia ndo é um processo passivo
que depende apenas do numero de divisdes celulares, mas responde ativamente a
estimulos mitogénicos agressivos (SERRANO et al., 1997).

Canceres sao frequentemente compostos de populagdes de células
heterogéneas que podem ser definidas por expressao diferencial de marcadores de
superficie celular e pela capacidade de propagar tumores em modelos murinos.
Postula-se que somente poucas células das populacbes dentro de um tumor
heterogéneo tém a capacidade de proliferar e, consequentemente, manter a
heterogeneidade tumoral. Essas subpopulagdes de células tumorigénicas séao
chamadas de células tronco do tumor ou células propagadoras do tumor (COLLADO et
al., 2007; HELD et al., 2010; RAMBOW; LARUE, 2010; ALISON et al., 2010).

Quando cultivadas in vitro, as células cancerosas apresentam comportamentos
especificos. Por exemplo, se apresentam imortalizadas (tem numero indefinido de
divisbes celulares) devido a grande atividade da enzima telomerase, aliada a evaséo
da apoptose. Outra caracteristica importante é a perda da inibicdo por contato. As
células normais, em cultura bidimensional, multiplicam-se formando monocamadas, e
param de crescer quando as membranas celulares se tocam. Nesse momento, a
cultura de células entra em um estagio de confluéncia, parando entdo de se dividir.

Porém, essa inibicdo por contato é abolida em varias células tumorais
cultivadas in vitro, onde as células cancerosas continuam se multiplicando mesmo
depois de atingirem a confluéncia. A partir desse momento, comegam a formar pilhas
de células sobrepostas. Essa alteracdo apresentada pelas células tumorais pode ser
decorrente do processo de tumorigénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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As células cancerosas tém uma menor necessidade de soro em relagao as
células normais, devido a menor necessidade de fatores de crescimento, ja que as
células cancerosas podem sintetizar alguns de seus préprios fatores de crescimento,
além dos receptores correspondentes num mecanismo de estimulacéo autécrina. Além
disso, apresentam independéncia de ancoragem; células normais em cultura
necessitam de uma superficie sdlida para crescerem, ja as células cancerosas podem
se multiplicar em superficie gelatinosa como o agar mole. As células normais por
crescerem bem aderidas ao substrato normalmente tém um formato achatado, ja as
células malignas, por serem menos aderentes entre si e com o substrato,
desprendem-se com maior facilidade e, em geral, sdo esféricas (BRASILEIRO FILHO
etal., 2011).

Alteracdes nas vias metabdlicas correspondem a importantes caracteristicas
bioquimicas da célula tumoral. O metabolismo da célula cancerosa é dirigido
fundamentalmente para a manutengao de sua elevada taxa de divisdo celular. Ha,
além do crescimento autbnomo, um ajuste na via de obtengado de energia. As células
normais geram energia na glicdlise e na fosforilagdo oxidativa que ocorre nas
mitocéndrias, porém, quando em situacao de hipdxia, essas células favorecem a
glicdlise. As células malignas, mesmo em condi¢cbes favoraveis de oxigénio, podem
reprogramar o metabolismo de glicose direcionando-o0 para a geracdo de energia em
nivel de substrato. Ou seja, o metabolismo € direcionado para a glicdlise “anaerdébica”.

A menor eficiéncia na geragdo de ATP pode ser compensada pelo maior
numero de receptores para a glicose que as células cancerosas expressam. Essa
propriedade pode gerar uma vantagem evolutiva, uma vez que o microambiente
tumoral, especialmente o centro do tumor geralmente, é pouco vascularizado, gerando
um ambiente hipoxico. Uma maior concentracdo de lactato nas células malignas gera
um ambiente com pH reduzido que pode propiciar uma vantagem ao crescimento do
tumor, por exemplo, por induzir sintese de acido hialurénico e por causar uma
desestruturacdo na arquitetura normal do tecido, o que colabora com o processo de
invasividade; e por gerar um ambiente desfavoravel a atividade das células de defesa
(RUDRABHATLA et al., 2006; McCARTY; WHITAKER, 2010; KUMAR et al., 2010;
VASQUEZ et al., 2010; LOCASALE; CANTLEY, 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Além disso, as células cancerosas captam com grande avidez aminoacidos utilizados
na sintese de proteinas, e metabdlitos intermediarios como acidos graxos
(LOCASALE; CANTLEY, 2010).

Pelo exposto, pode-se perceber que as células cancerosas diferem das
normais em muitos aspectos importantes, incluindo-se, além da perda de
diferenciagéo, a crescente invasividade, a diminuigcdo da sensibilidade as drogas e as

alteragdes no material genético, tais como perda ou ganho de cromossomos e uma
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variedade de outras aberragdes cromossdmicas. Além de alteracbes mutacionais,

alteragdes epigenéticas também servem de base as alteragbes celulares e

bioquimicas que contribuem para o fenétipo maligno tanto in vivo quanto in vitro

(HANAHAN; WEINBERG, 2001; LI et al., 2002; KAMB, 2003; SEFTOR et al., 2005;

ESTELLER, 2006; MOASSER, 2007).

Histopatologicamente, as neoplasias malignas podem apresentar células desde
bem diferenciadas até anaplasicas sendo que, no ultimo caso, ocorre perda completa
das caracteristicas morfologicas das células do tecido de origem. Segundo Stricker e
Kumar (2010), geralmente as taxas de crescimento dos tumores se correlaciona com
seu nivel de diferenciacdo e, portanto, a maioria dos tumores malignos cresce mais
rapidamente do que as lesbes benignas. A diminuicdo da diferenciagéo
frequentemente se correlaciona a alteragbes morfoldgicas caracteristicas das células
cancerosas, tais como:

v" Pleomorfismo celular — ocorre uma variagdo na morfologia tanto na forma, quanto
no tamanho da célula. Dentre as células que formam o parénquima tumoral
encontram-se desde células grandes até células pequenas;

v" Morfologia nuclear — ocorre também um pleomorfismo nuclear, com nucleos
hipercromaticos (cromatina abundante), razdo nucleo-citoplasma aumentada,
formato nuclear irregular e presenca de um ou mais nucleo e nucléolo;

v' Mitoses — Comparativamente aos tumores benignos, os tumores malignos mais
indiferenciados normalmente apresentam grande numero de mitoses, as
assimétricas, onde se podem observar fusos tripolares; e

v" Apoptose — é um processo de morte celular seletivo envolvido no desenvolvimento
e manutencdo da homeostase de tecidos e 6rgdos e na eliminacéo de células que
sofreram danos excessivos. O programa de apoptose pode ser deflagrado quando
uma célula passa por estresse fisioldogico, como ocorre com as células tumorais
durante a tumorigénese (niveis elevados de oncoproteinas, danos ao DNA).
Porém, as células cancerosas desenvolveram varios mecanismos para limitar ou
se evadir da apoptose. Um dos mecanismos mais comuns & a perda do gene
supressor de tumor, TP53, o qual culmina com a eliminacdo de um sensor
extremamente importante para a indugao da apoptose. Outras células aumentam a
expressao de proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-x.), ou ainda diminuem a
expressao de reguladores pré-apoptoticos (Bim, Bax).

Em decorréncia dessa maior taxa de crescimento, a angiogénese, mesmo
aumentada, ndo é suficiente para suprir a demanda energética da massa tumoral,
sendo assim, podem ocorrer degeneragdes, necroses, hemorragias e ulceragbes nos
tumores malignos (MOASSER, 2007).
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No processo de malignizacéo, alteracbes na adesividade entre as células
(HAASS et al., 2004; MARET et al., 2010), a perda da inibicdo por contato (HANAHAN;
WEINBERG, 2011) e o maior desenvolvimento de seu citoesqueleto permitem que as
células malignas tenham uma mobilidade consideravel. Como sdo menos aderentes
entre si, as células malignas podem infiltrar os tecidos adjacentes e, por isso, ha uma
imprecisao dos limites da lesdo, o que torna a remocéo total do tumor muito dificil.
Sendo assim, os tumores malignos podem apresentar recidiva frequente. Alguns
fatores envolvidos na menor adesividade das células neoplasicas malignas, segundo
Brasileiro Filho et al. (2011), sdo: (1) modificacdo e irregularidade do mosaico
estrutural da superficie da célula tumoral; (2) nimero escasso (alteragdo ou auséncia)
de estruturas juncionais; (3) reducdo de moléculas de adeséo intercelulares, como as
caderinas; (4) diminuicdo da producao de fibronectina, que fixa as células ao
intersticio; (5) grande eletronegatividade da face externa da membrana plasmatica,
tornando mais intensa do que o habitual a repulsédo eletrostatica entre as células; (6)
reducdo do ion Ca"™ nas células, que, em condi¢gdes normais, atuam neutralizando as
cargas negativas; (7) liberagado, pelas células cancerosas, de enzimas proteoliticas
que alteram o glicocalice das células vizinhas, enfraquecendo sua adesao; (8)
irregularidade da superficie da membrana das células tumorais (presenca de
microvilosidades irregulares), diminuindo a area de contato entre as células; e (9)
aumento do acido sialico nas proteinas da membrana plasmatica, que diminui a
adesividade das células ao colageno e a fibronectina.

As alteracbes apresentadas pelas células cancerosas as tornam menos
aderentes entre si, permitindo-lhes movimentar mais facilmente, infiltrar tecidos
adjacentes, penetrar nos vasos sanguineos e linfaticos e, a partir desses, alcangar

locais distantes, ou seja, metastatizar.

2.2 Metastases

Ao longo do desenvolvimento do tumor surgem subpopulagbées com
caracteristicas diferentes, resultado da instabilidade genética e do acumulo de varias
mutagdes em diferentes células. Esse evento é conhecido como heterogeneidade do
tumor e influencia o crescimento tumoral, uma vez que as subpopulagcbes capazes de
burlar os obstaculos a que forem submetidos sao selecionadas ao longo do tempo
(STRICKER; KUMAR, 2010).

Durante a progresséo tumoral, uma subpopulagéo de células do tumor primario
sofre alteragdes moleculares que a capacita a separar-se da colbnia, sobreviver,
proliferar, invadir os tecidos vizinhos normais e frequentemente formar tumores
secundarios ou metastases (FIDLER, 1978; GUPTA; MASSAGUE, 2006).
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A invasao das células malignas ocorre quando septos invasivas escapam do
tumor primario, penetram a ladmina basal e invadem os tecidos adjacentes. A
metastase ocorre quando células do tumor invadem o tecido adjacente ao sitio de
crescimento, e se estabelecem em um microambiente que fica distante do tumor
primario. Porém, nem todo tumor que € invasivo é também metastatico (FIDLER,
2003).

O processo de metastases ocorre em varios passos que compreendem: a
perda da adesao celular; o aumento da motilidade e invasividade no tecido adjacente
ao sitio de crescimento tumoral; a entrada das células metastaticas nos vasos
sanguineos ou linfaticos, sobrevivéncia na circulagéo; e a saida dessas células dos
vasos e estabelecimento de uma massa tumoral em um local distante do sitio de
crescimento primario (FIDLER, 1978; CHAMBERS et al., 2002; FIDLER, 2003;
GUPTA; MASSAGUE, 2006; LAUBLI; BORSIG, 2010; CHAFFER; WEINBERG, 2011).
Para que esses passos obtenham sucesso, se faz necessario que o tumor primario
disponha de suprimento sanguineo (angiogénese) suficiente para atender as
necessidades metabdlicas tumorais. Esses novos vasos formados a partir da
estimulagao das préprias células tumorais podem servir também como rota de escape
das células metastaticas (CHAMBERS et al., 2002; JOYCE; POLLARD, 2009;
HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Para ocorrer as metastases, as células metastaticas que invadem o tecido
adjacente apresentam alteracdes morfoldgicas na adesao intercelular e na interacao
com a matriz extracelular (MEC). O destacamento das células do tumor original se
deve, em grande parte, a baixa adesividade entre elas, além de alteragcbes nas classes
de moléculas de adesao expressas por essas (LI et al., 2002; HAASS et al., 2004;
MARET et al., 2010). Uma vez destacadas da massa tumoral, o deslocamento das
células pela matriz extracelular & possivel gragas a agdo de enzimas proteoliticas
liberadas pela propria célula tumoral ou pelas células estromais do tecido invadido (em
resposta a estimulacao tumoral) ou, ainda, por células inflamatérias (FIDLER, 1978;
JOYCE; POLLARD, 2009; KUMAR et al., 2010).

Apods invadir o tecido adjacente, as células metastaticas alcangam os vasos
sanguineos (principal rota de disseminagéo), realizam o processo de intravaséo e,
uma vez dentro dos vasos, precisam sobreviver a varios desafios, tais como o choque
mecénico causado pelo atrito com o sangue circulante e o ataque das células do
sistema imune. Porém, a interagdo das células tumorais com as plaquetas circulantes
pode aumentar as chances de sobrevivéncia dessas células. Esse agregado de
plaguetas protege as células metastaticas, por exemplo, da lise mediada pelas células
matadoras naturais (natural killer - NK) (JOYCE; POLLARD, 2009). Uma vez vencidas

as barreiras encontradas nos vasos sanguineos, as células metastaticas realizam a
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extravasdo em um tecido secundario, onde devem se estabelecer, sobreviver e
crescer.

Para que o estabelecimento da metastase seja possivel, faz-se necessario que
as células do tumor encontrem um microambiente propicio, ou seja, apresente
condicbes que permitam que as células metastaticas possam aderir e proliferar
(CHAMBERS et al., 2002; FIDLER, 2003; JOYCE; POLLARD, 2009). O préprio tumor
primario pode criar um ambiente pré-metastatico adequado ao crescimento secundario
por liberar fatores angiogénicos e aqueles que contribuem para a invasdo, como as
metaloproteases (HIRATSUKA et al., 2002). Outro fator que pode auxiliar no processo
de estabelecimento das células tumorais em locais distantes é a associacdo de
componentes do estroma do tumor primario (fibroblastos, por exemplo) com as células
metastaticas. Quando essa “colénia” sobrevive a circulagdo sanguinea e ao ataque
das células do sistema imune alcangando o érgao-alvo, os fibroblastos podem produzir
fatores angiogénicos que, por sua vez, podem auxiliar no estabelecimento do novo
tumor (DUDA et al., 2010). A producéo de citocinas e seus receptores, em resposta ao
crescimento tumoral, também tem sido considerada importante ndo apenas na
progressao do tumor como na determinagdo e preparacdo do 6rgao alvo para as
metastases (KIM et al., 2009; ZHANG et al., 2011).

As metastases sdo a principal causa da morbidade e mortalidade associadas
ao cancer. Sendo assim, o seu estabelecimento antes da detecgdo do tumor primario
torna o tratamento clinico para o tumor pouco eficaz, ao contrario, quando mais
precocemente o tumor primario for detectado maiores as chances de um tratamento
cirurgico ou por radioterapia ser eficiente. (FIDLER,1978; LI et al., 2002; CHAMBERS,
et al., 2002; LAUBLI; BORSIG, 2010; CHAFFER; WEINBERG, 2011)

2.3 Melanoma

O melanoma é uma neoplasia relativamente comum e de alta letalidade, que
tem origem nas células produtoras de melanina, os melandcitos, que, por sua vez, sdo
derivados de células pluripotentes da crista neural. Embora preponderantemente o
melanoma se origine na pele, outros sitios de origem incluem superficies de mucosa
anogenital, oral, esd6fago, meninges, ouvido interno, mucosa oral, nasofaringe e olho
(HOUGHTON et al., 2001; GOVINDARAJAN et al., 2007; VILLANUEVA; HERLYN,
2009). Durante a embriogénese, células da crista neural migram para a pele e demais
orgaos onde se diferenciam em melandcitos maduros capazes de produzir o pigmento
melanina, que funciona como um fator protetor do DNA contra efeitos deletérios
causados pela radiagao ultravioleta (UV) (GRAY-SCHOPFER et al., 2007; RAPOSO;
MARKS, 2007; VILLANUEVA; HERLYN, 2009).
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Sob condigbes fisioldgicas, os melandcitos formam a “unidade melanina” com
queratinécitos na epiderme. Cada melandcito estende seus dendritos para a camada
superior na epiderme transportando os melanossomos, contendo melanina, para
aproximadamente 35 queratindcitos (BOGIRIEDER et al., 2003). O equilibrio entre os
melandcitos e queratindcitos € mantido por meio de fatores que induzem a divisdo dos
melandcitos. Durante a proliferagdo, os melandcitos se desaderem dos queratinécitos,
retraem seus dendritos, se dividem e migram pela membrana basal antes de voltarem
a se associar com os queratindcitos. O crescimento do melandcitos é controlado pelo
queratindcito adjacente, utilizando a comunicagdo extracelular por meio de fatores
paracrinos; comunicagao intracelular segundo mensageiros e transducdo de sinais, e
comunicacao intercelular por meio de moléculas de adesao célula-célula, célula-MEC
e juncdes tipo gap. Uma desregulacao nesse processo pode causar um desequilibrio
na proliferagdo dos melanécitos, o que pode levar ao desenvolvimento de um
melanoma (HAASS et al., 2004; 2005).

O melanoma é uma neoplasia que apresenta normalmente um crescimento
radial e, quando as células sofrem alteragbes genéticas, adquirem capacidade de
invadir (crescimento vertical), induzir angiogénese e metastatizar, o que leva
normalmente a recorréncia da lesdo e morte do paciente (GOVINDARAJAN et al.,
2007).

Embora represente apenas 4% dos tipos de cancer de pele (INCA, 2011), o
melanoma € considerado o mais grave devido a sua alta possibilidade metastatica.
Lesbes com poucos milimetros de espessura mostram um alto potencial para
metastatizar (JAEGER et al., 2007). Desse modo, acredita-se que esse potencial do
melanoma esteja relacionado ao fato de os melandécitos serem células com alta
capacidade de se movimentar (GRAY-SCHOPFER et al., 2007).

De acordo com dados da IARC (2011), estima-se que a incidéncia do
melanoma cutaneo seja em torno de 199.000 novos casos por ano. No Brasil, foram
estimados para 2010, segundo a Coordenagao de Prevencao e Vigilancia de Cancer
do Instituto Nacional do Céncer - INCA (INCA, 2011), que o melanoma cutaneo
atingiria quase 6000 novos casos entre homens e mulheres.

O prognéstico desse tipo de cancer pode ser considerado bom se detectado
nos estadios iniciais. Nos ultimos anos houve uma grande melhora na sobrevida dos
pacientes com melanoma, principalmente devido a detecgao precoce do mesmo.

Em termos de estrutura celular, a principal diferenca entre células cancerosas
de melanoma e ndo melanoma esta no fato de a primeira possuir melanossomos,
organelas celulares relacionadas aos lisossomos, adaptadas para a sintese da

melanina. Essa organela também estad envolvida na eliminacdo de intermediarios
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citotoxicos que sao produzidos durante a melanogénese (PAK et al., 2004; CHEN et
al., 2006; 2009).

Os melanossomos formam-se por uma série de estagios definidos
morfologicamente pela eletrondensidade de seu conteudo. Nos dois primeiros estagios
de maturacdo, | e Il ha falta de pigmento, porém os melanossomos (pré-
melanossomos) sdo caracterizados pela presenca de fibrilas proteicas intraluminais
que comecam a se formar no estagio | e sdo concluidas no estagio Il. Uma vez
formadas as fibrilas, comega a ocorrer a sintese de melanima que é depositada
naquelas (estagio Il). Assim, melanossomos nos estagios Ill comegcam a apresentar
um espessamento e escurecimento e no estagio IV apresentam maior
eletrondensidade caracterizada pela presenga de melanina (RAPOSO et al., 2001;
RAPOSO; MARKS, 2007; HURBAIN et al., 2008).

O melanoma é uma lesdo cuja incidéncia é crescente e cujo tratamento
quimioterapico conta relativamente com poucas opcdes realmente eficazes devido ao
fato de as células do melanoma serem intrinsicamente resistentes a tratamentos,
como a radiacado e a quimioterapia (LI et al., 2002; GRAY-SCHOPFER et al., 2007;
SCHATTON et al., 2008; CHEN et al., 2009; VILLANUEVA; HERLYN, 2009).

Estudos realizados por Kevin Chen et al. (2006; 2009) indicam que a
intratabilidade do melanoma por meio de quimioterapia, bem como a resisténcia a
multidrogas que o melanoma apresenta podem estar relacionadas aos melanossomos.
Isso porque essa organela tem a propriedade de detoxicagdo, podendo sequestar para
0 seu interior drogas com acdo no DNA, como a cisplatina, impedindo o acumulo da
mesma no citoplasma e no nucleo. Esses estudos mostraram que em linhagens de
células de melanoma tratadas com cisplatina havia um aumento na melanogénese e
no numero de melanossomos (CHEN et al, 2006). Enzimas relacionadas a
melanogénese, como a proteina 2 relacionada a tirosinase (TYRP2), podem estar
associadas a resisténcia do melanoma ao tratamento por cisplatina, pois a expressao
dessa proteina foi encontrada aumentada em células que apresentaram resisténcia a
tratamentos multidrogas (PAK et al., 2004). A superexpressao de inibidores da
apoptose também foi relacionada a resisténcia, pois, além de aumentar a chance de
sobrevivéncia da célula, também aumentaram a resisténcia a quimioterapicos
(SOENGAS; LOWE, 2003; GRAY-SCHOPFER et al., 2007).

2.4 Modelos de Estudo do Melanoma

A utilizacdo de cultura de células como meétodo de estudo tem permitido
avancos no conhecimento da biologia da célula normal e alterada, podendo

representar uma importante via para se obterem respostas acerca dos mecanismos
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que controlam a proliferagao celular e, consequentemente, o fendmeno neoplasico. As
linhagens celulares constituem modelos experimentais adequados para, por exemplo,
investigagdo da tumorigénese, sinalizacao celular, resposta a tratamentos, regulacao
génica e caracterizagdo de padrdes de crescimento de células em cultura (VILELA et
al., 1995; 1998; MENDES et al., 2001; RUDRABHATLA et al., 2006; McCARTY;
WHITAKER, 2010; ALVES; MARTINS, 2010). Modelos animais embora sejam por
definicdo uma aproximacao da realidade, sdo muito Uteis em uma ampla variedade de
estudos dentre os quais se incluem mutagbdes génicas, interagbes proteina-proteina,
sensibilidade a compostos farmacolégicos, imunoterapia e os processos de invasao de
metastases, dentre outros (CULP et al., 2006; TALMADGE et al., 2007).

Existem alguns modelos para o estudo do melanoma, como os murinos, que
possibilitam um melhor entendimento dessa neoplasia e de seu desenvolvimento (HA
et al., 2005; CULP et al., 2006; ZHANG et al, 2006; BOLLOS et al, 2008). As
linhagens de melanoma murinho, como B16, K1735, Cloudman S91-M3 e suas
sublinhagens, sdo altamente tumorigénicas e frequentemente usadas como modelos
de crescimento tumoral in vivo. A linhagem K1735 se desenvolve em camundongos
C3H por meio da indugao por radiacao ultravioleta, a linhagem Cloudman S91-M3 se
desenvolve espontaneamente em camundongos DBA/2 e a linhagem B16 cresce
espontaneamente em camundongos C57BL/6 (FIDLER, 1973; PETER et al., 2001;
ZHAO et al., 2001). A linhagem B16 parece ser menos invasiva que suas sublinhagens
e a habilidade de formar metastases aumenta segundo a ordem: B16F0, B16F1 até
B16F10 (POSTE et al., 1982; ZHAO et al., 2001; NAKAMURA et al., 2002).

O estudo das varias etapas envolvidas na progressdo tumoral pode ser feito
utilizando modelos murinos de tumores de pele e apresentam boa similaridade com a
neoplasia humana (VAN DYKE; JACKS, 2002; HA et al., 2005). Para estudar as
metastases, dois modelos tém sido mais utilizados: metastases experimentais
produzidas pela inoculagdo endovenosa de células tumorais em camundongos
singenéicos (FIDLER, 1973; 1975; HIRATSUKA et al., 2002); metastases espontaneas
que surgem por meio da injecao de células tumorais por via subcutdnea em
camundongos singenéicos. O modelo de metastases espontineas apresenta maior
similaridade com as metastases clinicas, porém o modelo experimental € mais
reprodutivel e menos tempo € necessario para validar um efeito anti-metastatico para
agentes quimicos (NAKAMURA et al., 2002).

Camundongos geneticamente imunodeficientes, como os NOD/SCID, tém sido
utilizados para verificar a capacidade tumorigénica de células melanoma primario e
metastatico provenientes de transplantes, alogénicos, singénicos e xenogénicos.
Transplantes entre animais singénicos sdo aqueles em que tanto o doador quanto o

receptor sdo geneticamente idénticos (mesma linhagem). Os transplantes entre
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animais alogénicos sao aqueles em que o animal doador e o receptor sao da mesma
espécie, mas geneticamente diferentes (linhagens diferentes) e o transplante entre
animais xenogénicos ocorre quando estes sao de espécies diferentes (JANEWAY et
al., 2002). Na presente pesquisa, optou-se pela utilizagdo de um modelo alogénico
(BALB/c) para o desenvolvimento de um modelo de estudo do melanoma B16F10
(surgiu espontaneamente em camundongo C57BL/6). Porém, animais transgénicos
podem ser usados para devolver melanoma metastatico, com lesbes que se
desenvolvem apds um periodo de laténcia ou que requerem inducéo fisica ou quimica
(LARUE; BEERMANN, 2007).

Embora ndo se possa extrapolar diretamente para os seres humanos, os
modelos murinos constituem ferramentas experimentais importantes que possibilitam,
dentre outros, a obtencdo de informacdes acerca da etiologia e progressdo do
melanoma em relagdo ao ambiente e a fatores genéticos, e o estudo de novas drogas
e novas estratégias terapéuticas que podem fornecer subsidio para um tratamento

clinico mais eficaz para essa neoplasia.

2.5 Caracterizagao de padroes de crescimento

A necessidade de se conhecer com clareza os mecanismos de formacao de
tumores tem sido justificada pela esperanga da utilizacao desses conhecimentos para
aperfeicoar a prevencdo, o diagnoéstico, o prognéstico e o tratamento do cancer
(LOPES, 2006). O estudo dos padroes de crescimento dos tumores pode fornecer
informacdes sobre as interagdes entre as células e seu microambiente, bem como
sobre os fendbmenos de invasdo e metastases, que sdo essenciais para ampliar o
conhecimento sobre a biologia do cancer.

Modelos bi e tridimensionais que simulam a dindmica de crescimento das
células cancerosas tém sido desenvolvidos. Esses modelos sdo baseados em
métodos de cinética de agregacdo e analises de escala. A inclusdo de informacdes
sobre subpopulagdes celulares com capacidades distintas € uma variavel possivel de
ser adicionada ao modelo. Dessa forma, informagdes clinicamente importantes como
as fragbes de células com habilidade de se dividir, de células nao proliferativas, bem
como a taxa de crescimento do tumor podem ser simulados (KANSAL et al., 2000). Ha
modelos que incorporam dados sobre as células tumorais e a rede vascular, assim
como a conexdo entre ambas (KOHANDEL, 2007; SILVA; GATENBY, 2010). Outro
modelo proposto simula a agregagdo celular, levando-se em conta duas
caracteristicas biolégicas importantes para a formagao dos agregados, a replicagéo
celular e a motilidade influenciada pela quimiotaxia (ALVES; MARTINS, 2010). Devido

ao fato de o crescimento tumoral ser um processo complexo, quanto mais
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propriedades biolégicas o modelo puder simular, mais caracteristicas relacionadas a
progressao tumoral poderao ser investigadas.

A descricdo dos padroes de organizacao pode ser feita utilizando-se diferentes
abordagens matematicas, incluindo as topoldgicas, algébricas e geométricas (classica
ou fractal) (VILELA et al., 1998; MENDES et al., 2001, VILELA et al., 2006; 2007;
ALVES; MARTINS, 2010). Ha fortes razdes tebricas para usar a geometria fractal em
medidas de sistemas biolégicos, e estudos publicados tém mostrado evidéncias
praticas para isso (WEIBEL, 1991; 1994; VILELA et al., 1995; 1998; 2006; 2007,
FERREIRA JR. et al., 1998; 1999; MENDES et al., 2001; BRU et al., 2003; 2008;
KHAIN; SANDER, 2006).

O conceito de dimensdo fractal tem encontrado grande aplicabilidade nas
ciéncias naturais, a saber: metalurgia, geologia, quimica organica, ciéncias dos
materiais, botanica e medicina. Portanto, € grande o potencial de uso da geometria
fractal na descricdo e no entendimento dos organismos bioldgicos, incluindo seu
desenvolvimento e crescimento, seu design estrutural e suas propriedades funcionais.
Ainda mais, os instrumentos da geometria fractal podem ser estendidos a situag¢des
onde ocorrerdo alteragbes associadas a doengas e, portanto, contribuir para o
entendimento de processos patolégicos em medicina (CROSS et al., 1992).

O cancer é caracterizado por possuir células de formato irregular as quais nao
encontram uma forma correspondente na geometria Euclidiana, que é baseada em
forma suaves tais como a linha, esfera e o cilindro. Ao contrario, a geometria fractal
pode descrever um objeto irregular pela analise de caracteristicas que sdo comuns
entre pequenas partes e o objeto inteiro (BAISH e JAIN, 2000).

A metodologia fractal tem se mostrado eficaz na classificagdo tumoral
(LANDINI et al., 1996a; 1996b; CROSS, 1997), para discriminar o crescimento de
células normais e cancerosas em cultura (VILELA et al., 1995; MENDES et al., 2001;
VILELA et al., 2007). Por outro lado, Landini et al. (1996a) utilizaram a analise fractal
na determinagdo do pleomorfismo nuclear de células normais e carcinomas orais,
encontrando uma discriminagao de 79% entre células normais e neoplasicas. Esses
mesmos autores (LANDINI et al., 1996b) observaram uma dimensao fractal crescente
para a interface entre os tecidos epitelial e conectivo em laminas histolégicas da
mucosa oral normal, displasica e com lesdes malignas. Sedivy et al. (1999), utilizando
a medida da dimenséo fractal de ndcleos para determinar a atipia nuclear no epitélio
displasico, encontraram dimensodes fractais crescentes com o aumento no grau de

displasia.
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2.5.1 Funcao de distribuicdo de tamanhos de agregados

Os mecanismos basicos de crescimento de um sistema (fisico ou bioldgico)
podem ser caracterizados quantitativamente. Dois instrumentos quantitativos usados
para caracterizar imagens digitalizadas de objetos naturais ou gerados por computador
sdo, a dimenséo fractal, Dy, e a funcio de distribuicdo de tamanhos de aglomerados,
ns(t) (BAISH; JAIN, 2000; MENDES, 2001).

A funcao de distribuicdo de tamanho de aglomerados é um bom discriminante
para o crescimento de células em cultura, uma vez que, cada célula pode dividir-se ou,
ainda, cada célula ou grupo de células pode mover-se sobre a superficie em que esta
crescendo, e agregar-se com outras coldnias de células formando grandes
aglomerados fractais. Os varios aglomerados fractais aumentam nao apenas por meio
de novas divisdes, mas também pela agregagcédo de novas células que se movem em
sua direcdo, e quando esses sdo suficientemente grandes, pela fusdo de aglomerados
adjacentes. Como resultado, tanto o niumero quanto o tamanho dos aglomerados
variam no decorrer do tempo (VILELA et al., 1995). E essa dinamica do processo de
formacao/desagregacao de células em cultura que pode ser medida pela fungéao de
distribuicdo de tamanhos de agregados ng(t).

A funcado de distribuicdo do tamanho de aglomerados ng(t) é a fragdo de
aglomerados observados no conjunto de todos os aglomerados presentes que, no

tempo t, sdo constituidos de s células. Matematicamente:

n(t) = numerodeagregadosomscélulas ~ N(t)
° numer dotal deagregadogresertes iN ()

s=1

A importancia da fungéo de distribuicdo de tamanhos de aglomerados é dupla:
em primeiro lugar, ng(t) exibe leis de escala caracteristicas. Em varios fenébmenos de
crescimento fractal no mundo inorganico, ng(t) exibe um decaimento em lei de poténcia
(VICSEK, 1992).

Em segundo lugar, todas as quantidades fisicas macroscopicas, tais como o
tamanho médio ou o numero total de aglomerados no sistema, podem ser calculados
tomando-se médias sobre essa fungao de distribui¢ao.

As leis de escala para a agregacdo de células em cultura possuem uma clara
implicagcao bioldgica: as fungdes de distribuicdo de tamanhos de aglomerados ng(t)
devem refletir a dindmica de como as células se multiplicam em cultura, ou seja, a
divisdo e o movimento das células, a importancia da comunicagao quimica entre elas,

a natureza da adesao celular e como eventos ocorridos anteriormente afetam o seu
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comportamento futuro, incluindo-se a divisao celular (FERREIRA JR. et al., 1998;
1999; ALVES; MARTINS, 2010).

Os padrdes de crescimento de varias linhagens celulares foram caracterizados
utilizando a distribuicdo de tamanhos de agregados celulares, formados a partir do
plagueamento de células isoladas sobre laminulas de vidro colocadas na base de
placas de cultura de células de 24 pocos. Os resultados mostraram que células HN-5
(cancerosas) apresentaram tanto em monocamada quanto em gel de colageno,
distribui¢cdes regidas por leis de poténcia, durante todo o tempo que permaneceram
em cultura, enquanto que em ceélulas MDCK (normais) e HEp-2 (cancerosas)
observou-se uma transicdo de um comportamento exponencial para um regido por
uma distribuicdo em leis de poténcia. Tal fendbmeno foi chamado de transi¢cado
fenotipica.

Esses resultados sugerem que as transicbes nos regimes de crescimento de
MDCK e HEp-2 podem estar associadas a alteragdes epigenéticas no controle da
replicagdo ou nos padrées de expressao de moléculas de adesividade celular de
juncdes célula-célula ou célula-matriz extracelular, relacionadas com sinalizagéo
intracelular (MENDES et al., 2001; FERREIRA JR. et al., 2003; ALVES; MARTINS,
2010).

Transigdes fenotipicas consistem de mudancas, permanentes ou nao, no
fendtipo, que podem surgir de maneira espontdnea ou induzida, resultantes de
alteracbes no material genético ou na expressao de genes. Além disso, podem ser
caracterizadas pela variagcdo de diferentes propriedades celulares, como taxa de
crescimento, padrao de crescimento, formagdo de produtos especializados,
longevidade, tumorigenicidade e expressao diferenciada de proteinas (FRESHNEY,
2000). O estudo de transicbes fenotipicas podera permitir a compreensao de
mecanismos de transformagéo celular envolvidos em processos patolégicos, como
calcificacao vascular, fibrose renal e cancer. Uma transicao fenotipica pode ocorrer em
razao de situacdes de estresse, como elevado numero de células em cultura em um
espaco reduzido, ou alteragbes de pH e constituintes do meio, entre outras
possibilidades.

Para entender fenbmenos complexos como o cancer, o uso de modelos
matematicos associados com estratégias biolégicas pode auxiliar no melhor
entendimento a respeito da biologia tumoral. Esse conhecimento pode permitir
intervencbes em vias metabdlicas ou servir de base para o desenvolvimento de
programas de computador que auxiliem a encontrar as doses adequadas, horarios e a
sequéncia mais apropriada no uso de terapias combinadas para controlar, ou mesmo
eliminar o crescimento do tumor (KOHANDEL et al., 2007; HUERGO et al., 2010,
LOCASALE; CANTLEY, 2010), bem como auxiliar no entendimento dos mecanismos
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de migragao celular, dentre outros (STOLARSKA et al.,, 2011). Sendo assim, um
melhor entendimento das caracteristicas morfolégicas e das leis que regem o
crescimento de melanomas experimentais podem ser ferramentas Uuteis no

entendimento da biologia dos melanomas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral estabelecer um modelo de

crescimento do melanoma murino B16F10 em camundongos ndo singenéicos
(BALB/c) as células B16F10.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

Estabelecer em camundongos BALB/c um modelo de crescimento de tumor
subcutaneo B16F10;

Isolar uma sublinhagem de B16F10 a partir de tumores subcutaneos em
camundongos BALB/c;

Estabelecer um modelo de crescimento de metastases pulmonares em
camundongos BALB/c a partir da inoculagcao endovenosa das células B16F10;
Isolar sublinhagem celular a partir de metastases em camundongos BALB/c;
Realizar um estudo histopatolégico comparativo entre tumores primarios
subcutaneos e metastaticos crescidos em camundongos BALB/c;

Caracterizar ultra estruturalmente as células B16F10 e B16F10B; e

Determinar a fungdo de distribuicdo ng(t) e estudar as leis de escala que
governam os padrdes de crescimento de linhagens celulares de melanécitos

cancerosos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de células

4.1.1 Linhagens celulares

A linhagem celular B16F10 (melanoma murino), bem como sublinhagens dela
derivadas denominadas de B16F10B, B16F10M e B16F10BM, foi utilizada no presente
estudo.

A linhagem celular B16F10 é derivada de melanoma murino que surgiu
espontaneamente em um camundongo C57BL/6. Foi originalmente estabelecida por
Fidler (1975) e gentilmente cedida pela Dra. Miriam Galvona Jasiulionis, do
Departamento de Imunologia e Farmacologia (INFAR) da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP).

A sublinhagem celular B16F10B é derivada da linhagem B16F10 apds uma
passagem dessa in vivo em camundongos BALB/c, sendo isolada de tumores
primarios induzidos nesses camundongos.

Ja a sublinhagem celular B16F10M ¢é derivada de ndédulos metastaticos
induzidos em camundongos BALB/c, crescidos a partir da inoculagao endovenosa de
células B16F10.

Por sua vez, a sublinhagem celular B16F10BM €& proveniente da cultura de
nddulos metastaticos induzidos em camundongos BALB/c, crescidos a partir da
inoculacdo endovenosa de células B16F10B.

O protocolo de estabelecimento das sublinhagens esta descrito no subitem
4.3.3.

4.1.2 Manutencéo das linhagens celulares in vitro

A linhagem celular B16F10, assim como as sublinhagens derivadas, foi
cultivada em meio de cultura completo (MC) (“Dulbecco’s Modified Eagles Medium” —
DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, em frascos de cultura de
poliestireno, em incubadora a 37°C, 5% de CO, e 90% de umidade relativa. Quando
as culturas atingiam a subconfluéncia, as células eram dissociadas, replaqueadas e
mantidas nas condigdes acima descritas. As culturas foram periodicamente

observadas em microscopio optico de luz invertido (Leica, modelo DMIL).
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4.1.3 Dissociac¢do das células

Culturas de células subconfluentes, apds descarte do meio de cultura, foram
lavadas trés vezes com tampéo fosfato de sédio (PBS) e incubadas a 37°C com
solucao de tripsina 0,25% até que, sob observacado microscépica, fosse detectada a
dissociacdo das células entre si, e delas com o substrato. O procedimento era
interrompido pela adigdo de MC. A suspensdo celular era coletada, centrifugada
(centrifuga Fanem Excelsa Baby Il modelo 206-R) a 1500 rpm durante 5 minutos. O
pellet resultante da centrifugagéo era ressuspendido em MC e as células contadas (ver
4.1.6). De acordo com a quantidade de células necessarias, a suspensao era dividida

em frascos de cultura e mantida conforme as condi¢des descritas no subitem 4.1.2.
4.1.4 Criopreservagao

Quando necessario, aliquotas de células foram congeladas apds dissociagao
de culturas subconfluentes. Apdés a adicdo de MC e lavagem das células por
centrifugacao (1500 rpm, 5 minutos), as células eram ressuspendidas em MC
contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO), e as suspensdes celulares acondicionadas
em criotubos, que permaneciam cerca de 12 horas a -80°C e eram posteriormente

transferidos para o nitrogénio liquido (-196° C).
4.1.5 Descongelamento

Para o descongelamento, criotubos com células da linhagem celular de
interesse eram mantidos a 37°C, durante 5 minutos. A suspensao celular era lavada,
por centrifugacédo, em MC a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente,
sendo posteriormente ressuspendidas em MC, apds descarte do sobrenadante, e

cultivadas em frascos de cultura.
4.1.6 Contagem do numero de células viaveis

As contagens das células viaveis foram efetuadas em hemocitdmetro de
Neubauer apds o carregamento de ambas as camaras com a suspensao celular obtida
apos ressuspensdo da cultura celular desejada. Para a determinagdo do numero de
células viaveis foi utilizado o teste de exclusdo vital de corante, que consiste na

incubagao de uma aliquota de células com solugdo de Azul de Tripan a 0,1%, por dez

. [o] , . ,
minutos a 37 C. Células higidas excluem o corante. Para o calculo da percentagem de

células viaveis, utilizou-se a férmula:
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% de células viaveis = Numero de células viaveis X 100

Numero total de células
Para os experimentos foram utilizadas somente culturas com viabilidade

superior a 95%.
4.1.7 Cinética de crescimento das células em cultura

O tempo de crescimento in vitro das células B16F10, B16F10B, B16F10BM e
B16F10M foi determinado pela contagem do numero total de células em intervalos de
24 horas. A Figura 14 mostra a curva de crescimento das linhagens celulares
construidas a partir da média de duas contagens independentes. No dia em que as
culturas celulares foram preparadas, denominado t,, 1x10%, células diluidas em MC
foram plaqueadas em 24 pocos e incubadas em estufa umida, contendo 5% de CO, a
37°C. A cada intervalo regular de 24 horas, 3 pog¢os da placa de cultura foram
submetidos ao procedimento de dissociacdo celular, conforme descrito no subitem
4.1.3. A suspensao celular obtida era ressuspendida em MC para a contagem do
numero de células viaveis (subitem 4.1.6). O tempo de crescimento foi calculado pela
seguinte equacao (PATTERSON, 1979 apud MANNI et al., 2009):

Tq=(tp—t1) * 1Dg(z};10g(q2jq1}

onde T4 € o0 tempo de duplicagao; t € o tempo observado; q € a quantidade de células;

e log é o logaritmo na base 10.

4.2 Animais

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com idade entre 4 e 6 semanas,
provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), foram mantidos no biotério do Departamento de Nutricdo da UFV sob
temperatura controlada (24°C), com livre acesso a alimentacao (racédo comercial para
camundongos (Labina) e agua e ciclos claro/escuro de 12 horas. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno com tampas gradeadas, forradas com serragem
esterilizada. Foram mantidos, no maximo, 5 (cinco) animais por caixa.

A linhagem de camundongos BALB/c foi escolhida por estar acessivel ao
Laboratério do Cancer — DBA, local de desenvolvimento deste estudo, além disso, a

linhagem C57BL/6, na época, néo se encontrava disponivel nos biotérios da UFV. As
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fémeas foram escolhidas por serem de mais facil manuseio e haver menos atrito entre

as mesmas quando ocorre o crescimento tumoral.

4.3 Protocolos dos experimentos

Um dos objetivos deste trabalho era obter tumores primarios e metastaticos
originados a partir da inoculagédo de células B16F10 em camundongo BALB/c. Nesse
sentido, o trabalho foi divido em duas etapas. A primeira etapa consistiu no transplante
subcutaneo da linhagem B16F10 e a segunda etapa no transplante endovenoso (para
inducdo de metastases) da linhagem de células B16F10 e da sublinhagem B16F10B.

4.3.1 Transplante subcutaneo

Utilizaram-se 10 camundongos fémeas BALB/c divididas em 2 grupos, cada um
contendo 5 animais. Um grupo recebeu inoculagdo de 4x10° células por animal e o
outro, 1x10° células por animal. A dosagem de células a ser inoculada foi determinada
seguindo-se a experiéncia da autora com a linhagem B16F10 e camundongos
C57BL/6, além dos dados coletados na literatura (FREITAS et al., 2004; MENDES et
al., 2008).

As células foram inoculadas no dorso do camundongo devido ao fato de que a
formacao de um tumor soélido nesse local acarreta menores transtornos para o animal
como, por exemplo, durante a sua movimentagdo, além do que impede que o animal
se automutile na regido do tumor.

Suspensdes celulares obtidas conforme descrito no subitem 4.1.3 eram
cuidadosamente ressuspendidas em PBS (solugdo tampao fosfato). Apés a contagem
das células viaveis, essas eram aliquotadas nas concentracdes desejadas (4x10° e
1x10° células) e mantidas & 4°C até efetuar-se a inoculagdo nos animais.

A inoculagao da suspensao celular (100 pl) foi realizada no dorso dos animais

por via subcutanea, utilizando-se de seringa de 1 ml.
4.3.2 Transplante endovenoso

Um modelo experimental de indugdo de metastases pulmonares amplamente
utilizado é a inoculagcdo endovenosa de células tumorais. Nesse modelo, as células
s&o injetadas endovenosamente na veia caudal lateral de camundongos sendo
inicialmente levadas por essa via até o pulméo onde a grande maioria ird se prender,
possibilitando, assim, o crescimento tumoral e, consequentemente, a formagao de
metastases pulmonares (SHARON et al., 2003; FUKUMASU et al., 2008). Esse foi o

modelo experimental utilizado para a inducdo de metastases nos camundongos
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BALB/c. Vinte camundongos fémeas foram separadas da seguinte forma: dez
camundongos foram divididos em dois grupos de 5 animais cada, onde 4x10° células
(grupo1) e 1x10° células (grupo 2) foram inoculados endovenosamente com células
B16F10 e os outros dez camundongos foram divididos da mesma forma, mas
receberam a inoculacao de células B16F10B nas concentragbes citadas.

Suspensodes celulares da linhagem B16F10 e da sublinhagem B16F10B,
obtidas conforme descrito no subitem 4.1.3, foram cuidadosamente ressuspendidas
em PBS. Apds a contagem das células viaveis, essas eram aliquotadas e mantidas a
4°C para efetuar-se a inoculagao das células (100 ul de suspenséao celular).

Aos 20, 25 e 30 dias, apés a inoculacdo das células, um animal de cada grupo
foi sacrificado para a verificacdo da presenca de metastases. O periodo de tempo para
a analise da formagao dos nédulos tumorais pulmonares foi determinado com base na
experiéncia da autora utilizando-se esse modelo experimental com a linhagem B16F10
e camundongos C57BL/6. Apds o sacrificio de cada animal, os ndédulos metastaticos
foram contados e os animais que apresentaram mais de 200 nédulos metastaticos
foram considerados como tendo nédulos incontaveis. A op¢ao por padronizar em 200
o numero de nddulos metastaticos para que o pulmao fosse considerado com nédulos
coalescentes ocorreu devido ao fato de que pulmdes com numero superior a 200
nddulos tinham a sua contagem muito dificultada, uma vez que os nédulos por vezes

se fundiam, dificultando a individualizagdo dos mesmos.

4.3.3 Estabelecimento das sublinhagens celulares

ApOs a eutanasia dos camundongos, 0S mesmos passavam por uma
antissepsia com alcool a 70% antes de serem colocados na capela de fluxo laminar
para a excisdo do tumor primario (em camundongos que sofreram transplante
subcutaneo) ou para a retirada dos pulmdes contendo os ndédulos metastaticos (em
camundongos que sofreram transplante endovenoso).

Para o estabelecimento da sublinhagem B16F10B abriu-se a pele na regido
proxima ao tumor subcutineo e, com auxilio de pinga e uma tesoura, fez-se a divulsao
da pele para alcancgar a neoplasia que era retirada por inteiro. Uma vez realizada a
excisdo do tumor, esse era acondicionado em uma placa de Petri contendo MC, onde
eram retirados vasos sanguineos, a pseudocapsula e demais tecidos extratumorais. A
seguir, o tumor era entdo acondicionado em uma nova placa de Petri contendo MC
para ser fragmentado utilizando I&mina de bisturi. Os fragmentos do tumor foram
macerados utilizando-se o émbolo de uma seringa de 10 ml apés a incubagdo com

solugao de tripsina 0,25% por 5 minutos. O material resultante, constituido por células
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e elementos do estroma tumoral (células e residuos teciduais) foi plaqueado em
frascos de cultura de células de 25 cm? contendo meio de cultura completo.

Para o estabelecimento das sublinhagens metastaticas, B16F10M e
B16F10BM, com o animal em decubito dorsal, um pequeno orificio era feito na altura
do esterno, a partir de onde era realizada a divulsdo da pele. Logo apds, a caixa
toracica era exposta para a retirada dos pulmdes, que ficavam acondicionados em
placa de Petri contendo MC. Os ndédulos metastaticos eram contados com auxilio de
lupa (Olympus modelo SZ40). Posteriormente, alguns nédulos metastaticos eram
retirados com auxilio de pinca e bisturi, transferidos para outra placa de Petri contendo
MC e solucéo de tripsina 0,25% (para auxiliar na dissociagao das células) e incubados
a 37°C, por 5 minutos. O processo de tripsinizacéo era interrompido com adigédo de MC
€ 0s nodulos eram macerados com auxilio de um émbolo de seringa. A suspensao
resultante era plaqueada em frascos de cultura de células de 25 cm? para
estabelecimento da sublinhagem celular derivada de metastases.

O principal objetivo dessa etapa do trabalho era obter sublinhagens de células
puras provenientes do parénquima tumoral e dos nodulos metastaticos. Apds as
culturas primarias atingirem a subconfluéncia e sofrerem de 4 a 6 repiques, as
mesmas passaram pelo processo de dissociagao celular e foram submetidas a técnica
de diluicao limitante até que se obtivesse a concentragdo de 1 (uma) célula por 25ul
de MC. A suspensao celular era plagueada cuidadosamente no centro de cada poco
da placa de 24 pogos que ficava 2 horas em incubadora a 37°C, 5% de CO, e 95% de
umidade, tempo minimo para a adesdo das células. Apds esse periodo, eram
adicionados 2 ml de MC em cada poco. Os pocos que apresentavam mais de uma
célula no periodo de 8h apdés o plaqueamento inicial eram descartados. O
acompanhamento dos agregados celulares formados necessariamente por
crescimento clonal era feito diariamente por observagao microscopica. Dessa forma,
quando as culturas celulares atingiam a subconfluéncia realizava-se o procedimento

descrito no subitem 4.1.3 para a expansao das sublinhagens celulares.

4.3.4 Medida do volume tumoral

As dimensdes do tumor subcutdneo foram obtidas utilizando-se um
paquimetro (Novatrone). A medigdo era realizada de maneira externa ao tumor, de
48h em 48h a partir de sua deteccao inicial (Figura 1). O calculo do volume tumoral
realizado baseou-se em um provavel crescimento elipsoide do tumor, com um
didmetro menor (D1) que se repete em duas dimensdes, e um eixo maior (D2),
utilizando-se a seguinte formula (TOMAYKO; REYNOLDS, 1989):
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V= (D1)? x D2 /1000 x 0,52

A unidade utilizada foi cm®. Foi estabelecido que quando os tumores
atingissem 1,5 cm?® de volume, os animais seriam eutanasiados para se evitar maiores
transtornos aos camundongos, bem como necrose associada ao tumor. Além disso,
nao era objetivo deste trabalho acompanhar a sobrevida dos animais portadores de

tumor.

Figura 1 — Melanoma subcuténeo (tumor primario) em camundongo BALB/c induzido pela
inoculacdo subcutanea de 1x106 células B16F10 (39 dias). A medigdo do tumor com auxilio de
paquimetro.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.5 Andlise histopatolégica

Uma parte do tumor primario e dos pulmdes contendo nédulos metastaticos foi
reservada para os procedimentos de estabelecimento das sublinhagens celulares
(descrito no subitem 4.3.3). O material restante dos tumores primarios, dos pulmbes
com noédulos metastaticos e 6rgdos como figado e pulmbes dos animais controle,
foram processados para analise histopatolégica em microscopia éptica e eletronica.

Os tumores e os 6rgaos destinados para analise em microscopia Optica foram
cortados em pequenos fragmentos e fixados em formol tamponado a 10% por 24h e
processados conforme protocolo de rotina (TOLOSA et al.,, 2003). Os fragmentos
foram desidratados em séries crescentes de etanol, diafanizados em xilol, incluidos
em parafina para obtencao de cortes seriados de 5 um de espessura e corados pela
técnica de Hematoxilina-Eosina (HE), onde foram utilizadas a hematoxilina de Harris e
eosina yellowish. Apés o procedimento os fragmentos foram examinados ao
microscopio optico Olympus BX41.

Uma caracterizagdo adicional das estruturas dos agregados, bem como dos

fragmentos do tumor, foi realizada utilizando microscopia eletrénica de varredura e de
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transmissdo. Para a analise em microscopia eletrénica de transmissao e varredura o
material foi fixado em glutaraldeido 2,5%/tamp&o cacodilato 0,1M e processado como

descrito nos subitens 4.3.6 e 4.3.7, respectivamente.

4.3.6 Microscopia eletrdnica de transmissédo (MET)

Para caracterizar ultraestruturalmente as linhagens e sublinhagens celulares,
bem como as células do tumor primario e dos ndédulos pulmonares metastaticos, foi
utilizada a microscopia eletrénica de transmisséao.

Para a analise dos fragmentos de tecidos, apos a fixagdo em glutaraldeido:
tampao cacodilato, os mesmos foram embebidos em gelatina 2% e cortados, com
auxilio de lamina de bisturi, em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm. Esses
pedacos de tecidos voltavam para o fixador antes de serem processados como a
seqguir.

Para a andlise das células crescidas in vitro, foi seguido o protocolo de
plaqueamento descrito no subitem 4.3.7.

As laminulas e os fragmentos de tecidos foram submetidas a pés-fixagdo com
1% de tetroxido de ésmio (glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato 0,1M, pH 7.2, por
15 minutos) e contrastados en bloc com acetato de uranila 1% (em alcool a 10%) por
12h. Em seguida, as amostras foram submetidas a desidratagdo em solugdes
crescentes de etanol e, posteriormente, foram embebidas em resina Spurr. Para que
as células cultivadas in vitro pudessem ficar aderidas na resina soltando-se da
laminula na qual estavam aderidas, cortou-se a regiao cénica do eppendorf de 0,5mL
que foi preenchido com resina até a metade e entdo vertido sobre a laminula,
preferencialmente em uma regidao onde houvesse uma maior concentragdo de
agregados celulares. Esse sistema foi montado no verso de moldes de silicone, pois
0S mesmos proviam uma regido lisa e antiaderente. Apds a polimerizagdo da resina,
as laminulas foram retiradas do tubo eppendorf, encostando-se a laminula em
nitrogénio liquido para a dissociacao do eppendorf da laminula. Posteriormente, com
auxilio de uma lamina de acgo, os residuos de vidro foram cuidadosamente retirados
com auxilio de lupa (Olympus, SZ40).

Os cortes foram realizados em ultramicrétomo de modo que a espessura obtida
fosse aquela em que depois de esticados os cortes tivessem a coloragao
dourado/cinza ou cinza. Os cortes foram contrastados com citrato de chumbo e
analisados em microscopio eletrénico de transmissédo, ZEISS (modelo EM 109)
acoplado a um dispositivo de captura digital de imagens Mega View Ill no Nucleo de

Microscopia e Microanalise (NMM) da UFV.
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4.3.7 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Células B16F10 e as da sublinhagem B16F10B foram plaqueadas sobre
laminulas de vidro estéreis (Glass Técnica — Brasil) de 13 mm de didmetro, que foram
depositadas individualmente nos pocos de placas de 24 pocos, cujo didmetro do pogo
é de 16 mm, numa densidade de 10 células/cm?®. Apés permanecerem em estufa a
37°C, 5% de CO, por tempos variados (48-120h), as laminulas correspondentes
(triplicata) a cada tempo foram retiradas (intervalos de 24h) do po¢o com auxilio de
pinca de ponta fina e lavadas com MC e, posteriormente, fixadas em uma solugao 1:1
de glutaraldeido 2,5%: tampao cacodilato 0,1M por 2h a temperatura ambiente, sendo.
em seguida, mantidos a 4°C no mesmo fixador até o processamento que seguiu o
protocolo: “Preparation of Chromosomes for Scanning Electron Microscopy” com
modificagdes (SUMMER et al., 1994), conforme descrito a seguir.

As amostras foram lavadas em tampéao cacodilato 0,1M por 3X com duracao de
15 minutos cada lavagem. A seguir foi aplicado o método OTOTO que consiste de
tratamentos intercalados de Osmio e Tiosemicarbazida. Entre as aplicacdes dos
mesmos foram realizadas lavagens exaustivas das amostras em agua destilada.
Posteriormente a pés-fixagdo com tetroxido de ésmio 1% (em agua destilada) por 15
minutos seguidos de tratamento com tiosemicarbazida (TSC) 0,5% (em &gua
destilada) por 15 minutos, (2X) houve o terceiro tratamento das amostras com
tetroxido de ésmio 1% por mais15 minutos, seguido de uma lavagem abundante em
agua destilada. As células foram desidratadas com banhos subsequentes de 10
minutos com etanol 30, 50, 70, 80, 90 e 100% (sendo este ultimo por trés vezes). As
laminulas contendo as células foram transferidas para recipiente apropriado,
separadas uma da outra e submetidas a desidratagédo total (ponto critico) (Crytical
point dryer BAL-TEC, CPD030). As laminulas foram posteriormente metalizadas com
banho de ouro em equipamento Blazers Union (FL9496, SCD030) e analisadas em
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), LEO (modelo VP1430) no NMM da UFV.

4.3.8 Plagueamento das células em laminulas

Como um dos objetivos do presente trabalho era observar células crescendo
de modo a constituirem colbnias a partir de células isoladas, as células B16F10 foram
plaqueadas em densidades muito baixas (10 células/cm?), de modo a permitir uma
distribuicdo de células primordialmente isoladas. Essas células isoladas multiplicam-se
por mitoses e comegam a formar pequenos agregados. Ao mesmo tempo, células
migram e se agregam a outras células e agregados. Como resultado desse processo,

os agregados n&o s6 aumentam de tamanho por meio de divisbes celulares, mas
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também pela agregacao de novas células que se movem em sua direcao, e pela uniao
de agregados adjacentes.

As diferentes linhagens de células foram plaqueadas em 24 pocos de 16 mm
de diametro. Na base de cada poco foi colocada uma laminula de vidro (Knittel®), de
didmetro igual a 13 mm (previamente esterilizada), sobre a qual foram plaqueadas as
células, que foram incubadas com meio completo a 37°C, 5% de CO, e 90% de
umidade relativa. Apdés 4 horas de plagueamento, necessarios para que as células
atingissem por gravidade a superficie das laminulas e aderissem as mesmas, trés
laminulas foram retiradas por sorteio, lavadas em solu¢ao tampéo (PBS) e fixadas em
alcool metilico gelado (4'C). Essas laminulas foram convencionalmente denominadas
de tempo zero (ty), correspondendo ao tempo inicial. A partir do ty, trés laminulas
foram removidas em intervalos regulares de 24 horas, por um periodo de até 168
horas. As laminulas correspondentes a cada tipo celular e a cada tempo, apos fixacao,
foram coradas pela técnica de HE (Hematoxilina de Harris e Eosina yellowish) e

montadas em Entellan.

4.3.9 Método de contagem das células

Utilizando-se um microscopio (Biotec Studar E) sob uma mesa com tampo de
vidro transparente (Figura 2), as laminulas (subitem 4.3.8) foram projetadas em uma
folha de papel vegetal e analisadas em um aumento de 130x, observando-se em cada
laminula o numero de células presentes em cada agregado celular. As células foram
individualizadas por meio da visualizacdo de seus nucleos, que se coraram
intensamente de roxo e o citoplasma, nesse método de observacgao, fica com colagao
résea. Um agregado celular foi definido, de acordo com Mendes (2001), como
qualquer conjunto interconectado de células (ou mesmo uma unica célula) que esteja
fisicamente isolado de qualquer outro grupo de células. Para minimizar erros

relacionados com as contagens, as mesmas foram realizadas somente pela autora.
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Figura 2 — Esquema do sistema usado para a analise das laminulas. O microscépio ficava sob
uma mesa com tampo de vidro transparente onde as laminulas eram projetadas. Uma folha de
papel vegetal era usada como anteparo para as proje¢des das laminulas.

Fonte: desenhado por Pedro Ribeiro - NMM- UFV.

As analises foram realizadas fazendo-se varredura das laminulas (Figura 3), ou
seja, contava-se o numero de agregados celulares e o niumero de células, presentes

em cada um deles, em cada campo. Esse sistema de contagem de células também foi

utilizado por Queiroz (1996) e Mendes (2001).
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Figura 3 — Contagem dos agregados celulares. A laminula onde as células foram plaqueadas
continha em média 72 campos (circulos). O sentido da contagem dos aglomerados nos
campos microscopicos esta indicado pelas setas.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.3.10 Quantificacdo e estabelecimento do regime de crescimento das células

B16F10 e das sublinhagens derivadas

Os resultados obtidos por meio da utilizacdo das contagens realizadas nos
diferentes tempos de cultivo (intervalos de 24 horas) foram registrados em planilha
contendo a fragdo ng(t) x S (frequéncia de ocorréncia do aglomerado de S células em
funcdo do tempo pelo numero de células no aglomerado). A funcao de distribuicdo de
tamanhos de agregados, ns (t) € definida como sendo a fragdo de agregados celulares
consistindo de s células em um tempo t. Os dados obtidos foram analisados pelo Dr.
Marcelo Lobato Martins, do Departamento de Fisica da UFV.

Para a variavel ng(t) foram calculados as médias, os desvios-padrdao e o
coeficiente, posteriormente utilizados para a obtengdo dos graficos correspondentes
aos padrbes de crescimento, usando-se o programa Grapher (2-D Graphing System,
Golden Software, Inc).

As curvas e os expoentes obtidos por meio dos graficos caracterizam os
padrbes de crescimento das linhagens celulares analisadas. As distribuicoes
observadas se expressaram sob forma de decaimento exponencial € leis de poténcia.
Nesse ponto, faz-se necessario esclarecer como foram feitas as analises dessas
curvas. Em um primeiro estagio, construiu-se o grafico linear ng(t) X S. Se a curva
resultante ndo era uma reta, em uma primeira tentativa, transformava-se o grafico ng(t)
X S em um gréfico semilogaritmico (log ng(t) X S). Nesse caso, dois resultados eram
possiveis: (1) o grafico continuar sendo uma curva, isso indicando que o decaimento
nao era exponencial, ou (2) se tornar uma reta, isso indicando que a lei que a regia era
de decaimento exponencial.

Para se verificar quantitativamente se as curvas (do grafico semilogaritmico)
eram ou nao retas, fazia-se uma regressao linear na regidao linear da curva e
calculava-se o coeficiente de correlagdo, R%. Se o coeficiente obtido era igual ou
superior a R? >0,98, entdo se assumia que se tratava de uma reta, ou seja, a lei que
regia o padrao de crescimento analisado era a de decaimento exponencial.

Quando a primeira tentativa falhava, entdo se tragcava um gréafico duplo-
logaritmico dos dados (log ng(t) X log S). Se as curvas desse grafico se
apresentassem sob forma de retas (testadas pela regressao linear com R? > 0,98),
entdo a lei que regia a dindmica de crescimento era uma lei de poténcia. Caso as
curvas do grafico duplo-logaritmico ndo fossem retas, ter-se ia que testar outras
fungbes para se descobrir qual fungdo ou lei regiam os padrbes de crescimento
analisados. Porém, em nenhuma das curvas observadas obteve-se esse tipo de
resultado, ou seja, os padrées ou eram regidos por decaimento exponencial ou por lei

de poténcia.
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Finalmente, cabe ressaltar que, de fato, os dois ajustes (exponencial ou em lei
de poténcia) foram sempre testados para cada curva e que a escolha entre eles teve

como critério principal o maior valor de R?.

4.3.11 Registro Fotogréfico

As laminulas utilizadas para a analise do regime de crescimento, bem como
aquelas contendo material para analise histopatologica, foram fotografadas no
microscopio optico Olympus AX70 utilizando o programa SPOT no Laboratério de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV. As fotografias das
culturas de células foram feitas com camera digital Sony (modelo DSCP41) acoplada

manualmente a ocular de microscépio éptico de luz invertida (Leica DMIL).
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5 RESULTADOS

5.1 Tumor primario

Em cada um dos dois grupos experimentais onde foram inoculadas
subcutaneamente células B16F10, obtiveram-se dois camundongos com crescimento
tumoral, sendo que o surgimento dos tumores ocorreu em tempos diferentes nos
animais de cada grupo.

No grupo 1, o primeiro nédulo perceptivel foi observado 19 dias e o segundo, 24
dias ap6s a inoculagao das células. Nos animais do grupo 2 que receberam uma maior
dosagem de células os tumores surgiram mais tardiamente quando comparados aos
animais do grupo 1. Os nédulos foram observados nos dias 21 e 30 apds a inoculagao
das células. Até o final do experimento (105 dias apds a inoculagao das células), nao
foram observados tumores nos demais animais de cada grupo experimental.

Macroscopicamente, os tumores primarios com contorno bem delimitado,
apresentaram uma “pseudocapsula”, coloracdo enegrecida e consisténcia que variava
de gelatinosa a sélida. Uma vascularizacdo exuberante (angiogénese) pode ser
observada em associacdo aos tumores (Figura 4A). As caracteristicas da linhagem

celular derivada do tumor primario serao descritas nas subsecgoées: 5.3.1,5.4.1 e 5.5.4.

Figura 4 — Melanoma subcutaneo em camundongo BALB/c do grupo em que foram inoculadas
1x106 células B16F10 por via subcutdnea (39 dias). (A) Tumor subcutaneo, apresentando
extensa vascularizagdo (angiogénese), indicada pelas setas. (B) Tumor primario apds excisao.
Fonte: elaborada pela autora.

5.2 Metastases Pulmonares

Aos 20, 25 e 30 dias apés a inoculagao das células, um animal de cada um dos
dois grupos que recebeu inoculagdo endovenosa foi sacrificado. O numero de nodulos
metastaticos variou entre os individuos do mesmo grupo e entre os dois grupos,
conforme pode ser visto nas Tabelas 1 e 2, porém, todos os animais desenvolveram

metastases.
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5.2.1 Metastases pulmonares derivadas da inocula¢do endovenosa de células B16F10

Em ambos os grupos experimentais houve variagdo no numero de nédulos
metastaticos observados (Tabela 1), sendo que tanto macro (Figura 5) quanto
microscopicamente somente foram observados ndédulos melanéticos. A Tabela 1
resume as informacgdes a respeito dos grupos experimentais que receberam inoculagao
endovenosa de células B16F10. Um animal do grupo 1 morreu antes de ser

eutanasiado (7).

Tabela 1 — Numero de nddulos metastaticos pulmonares apds inoculagdo endovenosa de
células B16F10 em camundongos BALBI/c.

Numero de células Animal Tempo (dias) apos Numero de nédulos
inoculagao das células metastaticos
observados
1 20 3
5 2 25 > 200
& 3 30 5
4 30 80
5 2 -
1 20 92
6 2 25 60
o 3 25 > 200
4 30 60
5 30 > 200

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 5 - Metastases pulmonares em camundongo BALB/c que recebeu inoculagdo de 1x106
células B16F10 por via endovenosa. Em A, vista interna do camundongo, passados 25 dias do
desafio. A seta aponta um ndédulo metastatico no pulmao. (B) Pulmbdes preparados para a
contagem dos ndédulos tumorais (setas).

Fonte: elaborada pela autora.
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5.2.2 Metastases pulmonares derivadas da inoculagcdo endovenosa de células
B16F10B

Houve uma grande diferenga entre o numero de nddulos metastaticos
encontrados nos pulmdes nos grupos experimentais de camundongos BALB/c em que
foram inoculadas endovenosamente 4x10° e 1x10° células da linhagem B16F10B.
Diferentemente dos grupos em quem foram inoculadas células B16F10, houve
representantes do grupo que receberam 1x10° células em que ndo foram observados
nodulos metastaticos. A Tabela 2 resume as informagbes a respeito dos grupos
experimentais que receberam inoculagdo endovenosa de células B16F10B. Um animal
do grupo 1 morreu antes de ser eutanasiado (7). Na Figura 6 pode-se observar o

aspecto macroscoépico dos nédulos tumorais.

Tabela 2 — Numero de nddulos metastaticos pulmonares apds inoculagdao endovenosa de
células B16F10B em camundongos BALB/c.

Numero de células Animal Tempo (dias) apos Numero de nédulos
inoculagao das células metastaticos
observados
1 20 > 200
5 2 25 3
éég?n 3 30 180
4 30 > 200
5 F
] 1 20 0
(l?‘ul 92) 2 20 0
3 25 > 200
4 30 0
5 30 5

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 6 — Metastases pulmonares em camundongo BALB/c que recebeu inoculagéo de células
B16F10B por via endovenosa. Na figura sdo mostrados os pulmdes de camundongo apds 25
dias da inoculagcdo das células (1x106 células B16F10B). As setas indicam ndédulos
metastaticos.

Fonte: elaborada pela autora.



35

5.3 Sublinhagens derivadas de B16F10

Obtiveram-se trés sublinhagens celulares apds uma passagem in vivo em
camundongos BALB/c. A sublinhagem resultante dos tumores primarios induzidos pela
inoculagdo subcuténea de células B16F10 foi denominada B16F10B. A partir de
metastases induzidas em camundongos BALB/c duas sublinhagens foram obtidas. As
sublinhagens B16F10M e B16F10BM derivadas de metastases pulmonares induzidas
pela inoculagdo endovenosa de células B16F10 e a sublinhagem B16F10B,
respectivamente. A morfologia das linhagens celulares quando cultivadas em

monocamada apresentam padrdes variaveis em funcao da densidade celular na cultura.

5.3.1 Andlise morfolégica e descricdo do comportamento in vitro das sublinhagens
derivadas de B16F10

v Sublinhagem B16F10B

As células B16F10B provenientes de tumor primario mostraram-se bem
adaptadas as condi¢cdes de crescimento in vitro, como pode ser visto na Figura 7.
Desde as primeiras horas em cultura um grande numero de células pode ser observado
no entorno dos explantes tumorais (fragmentos do tumor), demonstrando a migragao
das células do tumor em direcao ao substrato (frascos de cultura).

A partir da observacao das células B16F10B crescidas in vitro percebeu-se que,
nas primeiras horas mantidas em cultura, algumas células dessa sublinhagem
cresceram formando pequenos agregados celulares e, outras, cresceram de forma
isolada. O processo de dissociacdo das células (separacdo das células umas das
outras e delas com o substrato) era mais demorado quando comparado ao das outras
sublinhagens. As células B16F10B apresentaram morfologia bastante variavel
(pleomorfismo), porém semelhante ao da linhagem original, B16F10 (Figura 8), com
células poligonais quando em agregados maiores e morfologia fibroblastoide quando
sozinhas ou em agregados menores. Em condi¢des de subcultivo e quando corado por
HE, as células B16F10B mostraram granulos acastanhados em seu citoplasma
indicativos da presenga de melanossomos (Figura 9A). Em cultura, cresceram aderidas
ao substrato como pode ser observado nas Figuras 7 e 9. A morfologia observada
nessa sublinhagem se manteve apds todos os repiques celulares, bem como apés o
descongelamento. O pellet formado apés a centrifugagdo das células mostrava-se com
uma coloragao que variava de um tom acinzentado a preto, dependendo do nimero de

células e do tempo que elas estavam sendo cultivadas.
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Figura 7 — Cultura de células B16F10B (sublinhagem celular derivada de melanoma subcutaneo
B16F 10 apds uma passagem in vivo em camundongos BALB/c) microscopio invertido.De A a D
sdo mostradas fotografias a partir de 48h do inicio da cultura evidenciando diferentes estagios
de crescimento da mesma. (A) Células migrando do explante tumoral (exp). (B) Podem ser
vistas células em divisdo celular (seta). (C) Células em subconfluéncia e (D) células em
semiconfluéncia. A seta aponta uma célula contendo granulos de melanina. (A=48h, B=96h,
C=144h e D=192h). As barras nas figuras de A a D correspondem a 50um.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 8 — Células B16F10 cultivadas sobre laminula de vidro. (A) e (B) mostram a morfologia
das B16F10 em cultura quando coradas por HE. As setas mostram o pleomorfismo celular
caracteristico dessa linhagem. A seta branca mostra uma célula pequena e a vermelha, uma
célula com citoplasma amplo e nucleo apresentando varios nucléolos. (A e B= 120h). Barras (A)
—100 um e (B) — 50 um.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 9 — Células B16F10B cultivadas sobre laminulas de vidro. Coloragédo HE. (A e B) Cultura
celular em semiconfluéncia, mostrando o pleomorfismo celular (célula fibroblastoide; seta
vermelha); células poligonais (seta preta); células gigantes (cabeca de seta). O asterisco mostra
uma ceélula contendo granulos de melanina. (A e B =96h). Barras, (A e B) — 100um.

Fonte: Elaborada pela autora.

v' Sublinhagem B16F10BM

A sublinhagem celular derivada a partir de metastases originadas de células
B16F10B em camundongos BALB/c foi denominada B16F10BM. As células B16F10BM
apresentaram morfologia variavel, dependendo da densidade celular. De modo geral, a
morfologia dessas células é semelhante a da linhagem original, B16F10, apresentando
células desde poligonais a células com formato fibroblastoide que crescem aderidas ao
substrato, como pode ser observado na Figura 10. Foi possivel observar células com
citoplasmas amplos (Figura 11) e as vezes apresentavam mais de um nucleo com
varios nucléolos bem evidentes.

Em condi¢des de cultura sub a semiconfluente, ou seja, com baixa densidade
celular, as células B16F10BM adotavam formas variadas, emitindo, muitas vezes,
prolongamentos citoplasmaticos de extensdo variavel. A medida que a cultura se
tornava semiconfluente ou confluente, as células passavam a ter uma morfologia mais
uniforme adotando, na maioria das vezes, uma forma poligonal sem a presenca de
prolongamentos (Figura 11). A partir da observagao das células em cultura observou-se
que algumas células cresceram justapostas com as vizinhas, estabelecendo varios
pontos de comunicacdo por meio de projecdes de membrana. Por outro lado, algumas
células cresceram isoladas. Quando cultivadas, as células B16F10B mostraram
granulos acastanhados em seu citoplasma indicativos da presenga de melanina (Figura
10).
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c — D

Figura 10 - Cultura de células B16F10BM (sublinhagem celular derivada de noédulos
metastaticos crescidos em camundongos BALB/c apds inoculagdo endovenosa de células
B16F10B). De A a D, sao mostradas fotografias a partir de 48h do inicio da cultura evidenciando
diferentes estagios de crescimento da mesma. Em A, observa-se pleomorfismo celular
evidenciado pela presenga de células poligonais (seta) e células com formato fibroblastoide
(cabega de seta). O asterisco (*) denota a presenga dos granulos acastanhados no citoplasma
celular. (B), a seta mostra os prolongamentos celulares. E possivel perceber a refringéncia nas
células (cabeca de seta), sinal de divisdo celular. (C) A maioria das células possui formato
fibroblastoide e mostra grande interagdo intercelular. (D) Cultura em confluéncia. Nesse estagio
as células sdo praticamente todas poligonais e ndo se percebem prolongamentos
citoplasmaticos. (A= 48h, B= 72h, C= 120h, D= 192h em cultura). As barras de A a D
correspondem a 100um.

Fonte: Elaborada pela autora.

B
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Figura 11 — Células B16F10BM cultivadas sobre laminulas de vidro. (A) Células apresentam
nucleos com nucléolos evidentes (seta). (B) Observar o pleomorfismo celular. (A e B = 120h). As
barras (A e B) correspondem a 50um.

Fonte: Elaborada pela autora.



39

v" Sublinhagem B16F10M

A sublinhagem celular derivada a partir de metastases pulmonares originadas
de células B16F10 em camundongos BALB/c foi denominada B16F10M. As células
B16F10M apresentaram células com morfologia uniforme, sendo grande parte delas
com formato arredondado, porém, além disso, apresentaram células poligonais e
fibroblastoides. Embora ndo tenham sido medidas, pode-se observar que elas sao
menores que as células das demais sublinhagens. As B16F10M crescem aderidas,
porém a taxa de crescimento é mais lenta quando comparada as demais linhagens
(subitem 5.3.2). Ao contrario das demais sublinhagens, as células B16F10M crescem
mais isoladas, tendo sido observada pouca interacao intercelular (Figuras 12 e 13).

Quando coradas com HE, as caracteristicas citadas tornam-se mais facilmente
observaveis (Figura 13) tais como, quando essa cultura celular alcanca a
semiconfluéncia ou confluéncia, as células apresentavam-se muito homogéneas com
menor variabilidade de formas, mostrando-se, em sua grande maioria, arredondadas e
desprovidas de prolongamentos citoplasmaticos. A maioria das células apresentou
somente um nucleo, sendo que esse ocupava grande parte do citoplasma e raramente
foram observados nucléolos (Figura 13).

Assim como as demais sublinhagens, a B16F10M apresentou muitos granulos
de melanina em seu citoplasma. Quando em cultura, as células secretavam esse
pigmento mudando a cor do meio de cultura, que normalmente é rosa avermelhado,

para acastanhado ou acinzentado.
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Figura 12 — Cultura de células B16F10M (sublinhagem celular derivada de nédulos metastaticos
crescidos em camundongos BALB/c ap6s inoculagao endovenosa de células B16F10). De A a E,
sdo mostradas fotografias a partir de 24h do inicio da cultura evidenciando diferentes estagios
de crescimento da mesma, sendo possivel observar a grande quantidade de granulos de
melanina presentes no citoplasma celular (*). (A= 24h, B= 48h, C= 120h, D= 144h). As barras
correspondem, de Aa D a 50 um.

Fonte: Elaborada pela autora.

A B

Figura 13 — Células B16F10M cultivadas em laminulas de vidro e coradas por HE. (A) Cultura
celular semiconfluente evidenciando a quase auséncia de contatos intercelulares. (B) Campo
selecionado de (A), visto em maior aumento (A e B = 120h). Barras, (A) — 300um e (B) - 100um.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3.2 Cinética de crescimento da linhagem B16F10 e das sublinhagens derivadas in

vitro

As sublinhagens apresentaram formagdo de agregados celulares, quando
plagueadas em baixa densidade, até alcancarem a confluéncia. Em algumas
sublinhagens esses agregados eram mais compactos e, em outros, como os formados
pelas células B16F10M, menos compactos. Como se pode observar na Figura 14, a
linhagem B16F10 possui uma fase logaritima de crescimento celular que comega 24
horas apds o plaqueamento e se estende até as 120 horas. Para as sublinhagens
B16F10B e B16F10BM, a curva de crescimento exibe uma fase log de crescimento
celular que se estende desde as 48 horas apds o plaqueamento até as 144 horas. Da
mesma forma, para as células B16F10M, a fase de crescimento exponencial inicia-se
apo6s as 48 horas e se estende até as 120 horas. Apos esse periodo observa-se uma
diminuicdo na taxa de crescimento. A partir dessas curvas de crescimento (Figura 14)
foi possivel calcular os tempos de duplicagao das células para a linhagem B16F10 e as
sublinhagens B16F10B, -BM e -M que foram estimados em média em 28, 19, 24 e 37
horas respectivamente. Faz-se necessario explicar que a linhagem celular B16F10, nos
dois experimentos realizados, apresentou as 144h de cultivo uma porcentagem de
células viavel menor que 5%, razdo pela qual na Figura 14 o numero de células
apresentado foi o contabilizado até as 120h de cultivo. Os graficos com as curvas de

crescimento de cada linhagem individual podem ser vistos no anexo I.
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Figura 14 — Curvas de crescimento da linhagem celular B16F10 e das sublinhagens celulares
B16F10B, -BM e -M cultivadas em monocamada. O numero inicial de células plagueadas foi de
1000 células.

Fonte: elaborada pela autora.

5.4 Andlise Histopatologica

5.4.1 Tumor primario

Microscopicamente a lesdo tumoral apresentou uma “pseudocapsula”
vascularizada, com infiltrado inflamatério perivascular (Figura 15A). O parénquima
tumoral apresentou-se constituido por ninhos de células que formavam nddulos
concéntricos em conjungdo com vasos sanguineos (Figura 15B). Entre os ninhos de
células, encontraram-se é&reas de necrose (Figura 15C) que apresentavam
caracteristica acidofila e nucleos picnéticos, em cariorrexe e caridlise. As células do
parénquima tumoral eram pleomorficas, hipercromaticas e heterogéneas com relagao a
pigmentacao melanica.

As células que apresentavam o pigmento melanina possuiam dois padrbes de
distribuicdo do pigmento (Figura 15D). Em algumas células a melanina estava disposta
preferencialmente proxima ao limite celular. Em outras, o pigmento encontrava-se
disperso no citoplasma, porém em maior concentracdo préximo ao limite celular.
Observou-se que as células tumorais mais proximas aos vasos sanguineos produziam
maior quantidade de melanina. As células tumorais parenquimatosas apresentavam
formato poligonal e citoplasma vacuolizado. Observaram-se pleomorfismo nuclear
sendo que, em sua maioria, as células eram mononucleadas e apresentavam muitas
figuras de mitose, normais e anémalas. Todos os nucleos apresentavam mais de um

nucléolo (Figura 15E).
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Figura 15 - Aspectos histopatoldgicos de tumor subcutaneo crescido em camundongo BALB/c a
partir da inoculagao de células B16F10. Em A, pseudocapsula (seta) com infiltrado inflamatério.
(B) Células tumorais em torno de vaso sanguineo (vs). (C) Areas de necrose no parénquima
tumoral (setas). Em D, as cabecas de seta mostram células com diferentes padrdoes de
distribuicdo do pigmento melanina. A cabeca de seta preta mostra uma célula com a melanina
dispersa no citoplasma, e a vermelha mostra célula com melanina dispersa de forma mais densa
préoximo ao limite celular. (E) Podem-se notar caracteristicas das células tumorais, tais como
presenca de multiplos nucléolos (nu), aumento da relagcdo nucleo/citoplasma, pleomorfismo
celular (células com tamanhos variados - 1 e 2). A seta mostra célula em mitose. As barras
equivalem a 100 um (A, B, C e D); 50 um (E). Coloragéao por HE.

Fonte: elaborada pela autora.
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5.4.2 Metastases pulmonares

A arquitetura dos bronquiolos terminais, bem como dos alvéolos do pulméo de
um camundongo controle que nao recebeu inoculagao de células tumorais, apresentou-
se bem preservado (Figura 16 A).

Macroscopicamente os pulmdes dos camundongos que receberam inoculagéo
de células tumorais apresentavam multiplas lesdes metastaticas, formando massas
nodulares com coloracdo enegrecida. Por vezes essas lesdes se fundiam,
impossibilitando a individualizacdo das mesmas (Figura 6). A presenga dos ndédulos
metastaticos ndo alterou a consisténcia do 6rgéo.

Microscopicamente os pulmdes, tanto dos camundongos que receberam
inoculagéo de ceélulas B16F10 (Figura 16B) quanto dos que receberam inoculagao de
células B16F10B (Figura 16C), apresentaram bronquiolos com alteracdo da arquitetura;
nodulos metastaticos peribronquiais e perivasculares. As células metastaticas
apresentaram as mesmas caracteristicas ja descritas para o tumor primario, tais como:
pleomorfismo celular e nuclear (nucléolos evidentes), hipercromasia celular e necrose.
Nos pulmdes analisados observou-se um aparente tropismo das células metastaticas

pela regiao pleural.
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Figura 16 — Cortes histologicos de pulmdes de camundongos BALB/c corados por HE. (A)
Pulmao de camundongo controle, evidenciando arquitetura preservada do pulméo. (B) e (C),
aspectos histopatolégicos de metastases pulmonares induzidas em camundongos BALB/c a
partir da inoculagao de células tumorais. (B) Pulmdo de camundongo que recebeu inoculagao de
células B16F10, a seta evidencia nodulo metastatico na regido pleural. (C) Pulméao de
camundongo que recebeu inoculagdo de células B16F10B, as setas evidenciam nddulos
metastaticos na regido pleural. Barras - 100 ym (A) e 300 uym (B e C).

Fonte: Elaborado pela autora.

5.4.3 Figado

A analise macroscopica das visceras, incluindo-se bacgo, intestinos e figado,
bem como a analise microscépica realizada no figado de cada camundongo dos grupos
experimentais submetidos a inoculagao subcutanea e/ou endovenosa de células

B16F10 ou de células B16F10B, nao revelou a presenga de metastases (Figura 17).
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Figura 17 — Cortes histolégicos de figado de camundongo BALB/c que recebeu a inoculagdo de
células tumorais por via endovenosa. (A) Vista panoramica de corte histolégico de figado, onde
se observa que a arquitetura do 6rgao foi preservada e ndo houve colonizagdo de células
metastaticas. (B) Corddes de hepatdcitos, intercalados por capilares sinusoides que drenam em
direcdo a veia centro lobular (vc). Barras -100 um (A e B). Coloragao por HE.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Analise ultraestrutural - Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Durante analise ultraestrutural das células B16F10 e B16F10B cultivadas in vitro
sobre laminulas de vidro, observou-se além das caracteristicas a seguir descritas, a
presenca de particulas virais intracisternas do tipo A. Esses resultados foram
compilados sob forma de um artigo intitulado “INTRACISTERNAL VIRAL PARTICLES A
OBSERVED IN MURINE TUMOR CELL LINE, B16F10 AND SUBLINE DERIVED
B16F10B”, que foi submetido para publicagédo pela revista Archieves of Virology (Anexo
).

5.5.1 Células B16F10 cultivadas in vitro

As células B16F10 apresentavam nucleo eucromatico com a presenga de um ou
dois nucléolos, e algumas vezes foram observadas projegcbes nas membranas
plasmaticas, sendo possivel por vezes a observagao de projegdes filiformes longas. O
citoplasma das células B16F10 apresentava RER e Golgi bem desenvolvidos e pode-se
observar uma abundéancia de polissomos livres (Figura 18B). As células se tocavam,
mas néo houve evidéncia de zonas de adeséo, jungdes tipo gap ou desmossomos. Os
melanossomos foram observados com uma baixa frequéncia (Figura 18C).

A analise ultraestrutural das células B16F10 revelou particulas virais que
morfologicamente sdo comparaveis as particulas intracisternas do tipo A ou IAP (do
inglés Intracisternal Viral Particles A). As IAPs (Figura 18B) foram observadas dentro de
cisternas do reticulo endoplasmatico por todo o citoplasma celular e préximo a algumas

organelas, tais como o reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e melanossomos. Como
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mencionado, maiores detalhes sobre as IAPs nas células B16F10 podem ser

encontrados no Anexo II.

5.5.2 Células B16F10B cultivadas in vitro

As células B16F10B possuiam nucleo polimoérfico e os nucléolos quando visiveis
apresentavam-se unicos ou duplos com regido granular e fibrilar aparentes. No
citoplasma numerosas mitocdndrias foram observadas bem como melanossomos nos
estagios I, 11, Il e IV de maturacdo (Figuras 19A e B). Os melanossomos apresentam-se
dispersos. Houve sugestdo de filamentos do citoesqueleto, embora as fibras se
apresentassem dispersas. Reticulo endoplasmatico rugoso e Golgi bem desenvolvidos
também foram observados. O contorno celular por vezes se mostrou irregular,
apresentando projecdes para o meio externo. Foi possivel observar pontos de contato
intercelular embora estes nao evidenciassem complexos juncionais (Figura 19C).
Houve a presenca no citoplasma de corpos mielinicos membranosos.

A andlise ultraestrutural das células B16F10B revelou IAPs (Figura 19C) dentro
de cisternas do reticulo endoplasmatico por todo o citoplasma celular e proximo a
algumas organelas, tais como o reticulo endoplasmatico, as mitocbéndrias e os
melanossomos. Mais detalhes sobre as IAPs nas células B16F10B podem ser

encontrados no Anexo II.
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Figura 18 — MET de células B16F10 cultivadas in vitro por 120h. (A) Célula de melanoma
mostrando abundéncia de reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Presenga de nucleo
eucromatico (n) onde se pode ver um nucléolo (nu). (B). IAPs (setas) sado visualizadas dentro de
cisternas do RER. Notar a abundancia de ribossomos livres (cabegca de seta). (C)
Melanossomos tipos Il e IV. (D) Ponto de contato intercelular (seta). Grande numero de
ribossomos livres no citoplasma (cabega de seta). G — Golgi; m — mitocdndria. Barras - 0,8 um
(AeC); 0,4 um (B) e 0,5 um (D).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 19 — MET de células B16F10B cultivadas in vitro. (A) Trés células sdo mostradas,
mantendo contato (cabegas de seta). Ha a presenga de melanossomos isolados nos quatro
estagios de maturagao (I, Il lll e 1V). A célula central apresenta varias projegdes citoplasmaticas
(seta). (B) Melanossomos nos estagios Il e IV. (C) IAPs (setas). Contato intercelular, (cabega de
seta). (D) As células B16F10B possuem um Golgi (G) bem desenvolvido e nucleo eucromatico
(n). m — mitocdndria; nu - nucléolo. Barras - 0,8 um (A e C); 0,4 um (B) e 0,5 um (D).

Fonte: Elaborado pela autora.

5.5.3 Tumor subcutaneo derivado da inoculag&o das células B16F10

As células do parénquima tumoral apresentavam no citoplasma RER bem
desenvolvido, bem como polissomos livres e Golgi em abundancia. As mitocéndrias
apresentam-se inchadas com indicios de lise das cristas mitocondriais, principalmente
em células presentes na regido mais central do tumor, o que pode indicar que as

mesmas estavam em processo degenerativo, e em alguns casos ja havia ultrapassado
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sua capacidade de adaptacdo e essas alteragdes poderiam ser indicativas do processo
de morte celular (Figura 20). Os numerosos melanossomos apresentavam-se ora
dispersos, ora formando agregados, sendo que a maioria deles encontrava-se nos
estagios lll e IV, embora se tenham observado grénulos em estagios | e Il. O nucleo
celular era central, eucromatico, polimérfico e apresentava um ou dois nucléolos. Foi
possivel observar pontos de contato intercelular, embora estes ndo evidenciassem
complexos juncionais (Figura 20B). Macrofagos ativados puderam ser observados no

estroma tumoral.
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Figura 20 — MET de tumor primario crescido em camundongos BALB/c a partir da inoculacdo de
células B16F10. (A) As células do parénquima tumoral apresentaram grande numero de
melanossomos, que ora estavam dispersos (cabeca de seta), ora em aglomerados (seta) (B)
Regido de contato intercelular mostrando maior eletrondensidade (cabeca de seta). Notar a
abundancia de ribossomos livres (seta). (C). Melandécito com grande quantidade de
melanossomos em todos os estagios de maturagdo (I a IV) Os melanossomos nos estagios Il e
IV formaram um aglomerado. (D) Melanossomos em maior aumento. Mitocondrias tdrgidas (m).
n - nucleo. Barras — 3,0 um (A); 0,5 um (B); 0,8um (C) e 0,4 um (D).

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.5.4 Pulméao controle

O material selecionado apresentou o parénquima, o estroma pulmonar e a
regido pleural bem preservada. Foi possivel observar uma eletrondensidade diferencial
em algumas células, tais como macrofagos e pneumécitos Il, os quais se mostraram
levemente mais eletrondensas (Figura 21).

O mesotélio era formado por epitélio pavimentoso tipico cujas células
apresentavam em sua superficie microvilosidades curtas e citoplasma com multiplas
vesiculas de pinocitose. A lamina basal do mesotélio esta fundida com a lamina basal
do tecido parenquimatoso pulmonar.

O parénquima pulmonar era formado por células pavimentosas (pneumocitos 1)
e por células globulares/cubicas (pneumdcitos Il), geralmente observadas na juncao
septo-alveolar. A lamina basal deste epitélio também se encontrava fundida com a
ldamina basal do endotélio da extensa rede de capilares presentes no estroma pulmonar.
Os pneumdcitos | apresentavam superficie apical lisa e maior extensao celular formada
por uma delgada camada citoplasmatica. Os pneumdcitos Il geralmente apresentavam
microvilosidades curtas que se projetavam da superficie celular em direcao ao limen
alveolar. O citoplasma destas células possuiam reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
e Golgi bem desenvolvidos (envolvidos na producdo e secrecdo de surfactante
pulmonar). Foram identificados pneumécitos |l pela presenca de vesiculas ou corpos
multilamelares pleomoérficos, que estavam revestidos de membrana, e continham o
surfactante (Figura 21A).

O estroma interalveolar apresentava-se espessado com tecido de sustentacao
caracterizado principalmente por fibroblastos e macréfagos. Os macrofagos também
puderam ser encontrados no espaco interalveolar e foram facilmente reconhecidos pela
grande quantidade de vacuolos eletrontransparentes e lisossomos. A superficie celular
dos macréfagos ativos apresentava-se muito irregular. A matriz extracelular era
basicamente formada por agrupamentos de fibras colagenas (colageno lllI/ reticular)
conspicuas e por pequenas porgcoes que indicavam a presenca de fibras elasticas
(Figura 21C). No interior dos vasos sanguineos foram identificadas hemaceas,

eosindfilos e plaquetas (Figura 21A).
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Figura 21 — MET de pulmdo de camundongo BALB/c controle. (A). Interface entre os vasos
sanguineos (vs) onde se podem ver hemacias (h) e macréfago (ma) e os espagos alveolares
(ea); pneumdacitos tipo | (I) no parénquima pulmonar com vesiculas citoplasmaticas; fibroblastos
(F); pneumdcitos tipo Il (II) com corpos lamelares contendo surfactante (seta). (B) Fuséo lamina
basal entre as células do parénquima e endotélio (seta). (C). Pneumdcito | evidenciando as
vesiculas citoplasmaticas e fibras de coldgeno (C) no estroma pulmonar. (D) A seta evidencia
um desmossomo entre dois pneumécitos I. Barras - 1,6 um (A); 0,5um (B e C) e 0,4 um (D).
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.5.5 Metastases pulmonares derivadas de B16F10 — Células B16F10M

As células B16F10M possuiam nucleo polimérfico, eucromatico e os nucléolos
quando visiveis apresentavam-se Unicos ou duplos com regido granular e fibrilar
aparentes. No citoplasma numerosas mitocondrias foram observadas, bem como
melanossomos nos estagios I, Il, Ill e IV de maturacdo (Figura 22). Os melanossomos
apresentavam-se dispersos ou em agregados. Reticulo endoplasmatico rugoso e Golgi
bem desenvolvidos também foram observados. O contorno celular, por vezes, se
mostrou irregular, apresentando projecdes para o meio externo. Foi possivel observar
pontos de contato intercelular embora estes ndo evidenciassem complexos juncionais
(Figura 22). Além disso, foram observadas células de melanoma exibindo multiplos
lamelipddios no espacgo alveolar, sugerindo que essas células tem alta capacidade de

se movimentar (Figura 22D).

5.5.6 Metastases pulmonares derivadas de B16F10B — Células B16F10BM

As células B16F10BM apresentaram nucleo eucromatico com a presenca de um
ou dois nucléolos, e, algumas vezes, foram observadas projecbes nas membranas
plasmaticas, sendo possivel a observacdo de projecbes filiformes longas. Foram
observadas células de melanoma exibindo multiplos lamelipédios no espago alveolar, o
qgue sugere que essas células tem alta capacidade de se movimentar (Figuras 23A e B).
Os melanossomos foram observados principalmente formando agregados (Figura 23C).
O citoplasma das células B16F10 apresentava RER e Golgi bem desenvolvidos e pode-
se observar uma abundéncia de polissomos livres (Figura 23D). As células se tocavam,

mas nao houve evidéncia de zonas de adeséo, juncdes tipo gap ou desmossomos.
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Figura 22 — MET de metastases pulmonares em camundongos BALB/c a partir da inoculagao de
células B16F10. (A). Células metastaticas apresentando melanossomos (cabeca de seta); (B)
Parénquima pulmonar apresentando melanossomos dispersos (cabeca de seta e em
aglomerados (seta), em estagios variados de maturacdo (I, Il e IV). (C) Células metastaticas
exibindo RER bem desenvolvido, nucleo eucromatico e melanossomos nos estagios |, Il e IV. (D)
Célula metastatica no espago alveolar (ea), apresentando melanossomos em todos os estagios
de maturacao (I-1V). m — mitocondria; n — nacleo; nu — nucléolo. Barras — 3,0 um (A); 2,6 um (B,
CeD).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 23 — MET de metastases pulmonares em camundongos BALB/c a partir da inoculagéo de
células B16F10B. (A). Parénquima pulmonar apresentando células metastéticas facilmente
reconheciveis pela quantidade de melanossomos (Mel). Uma célula menor é vista no especo
alveolar. (B). Célula metastatica emitindo inumeras projecdes. (C) Os melanossomos nesse tipo
de células se dispbem normalmente em grupos. Barras — 3,0 um (A); 0,5 um (B); 2,6 um (C) e
0,8 um (D).

Fonte: Elaborado pela autora.



57

5.6 Analise ultraestrutural — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

5.6.1 Células B16F10

As células B16F10 cultivadas in vitro, quando analisadas pela MEV,
apresentaram agregados celulares que por vezes se mostraram formados por células
bem préximas entre si (agregados compactos) (Figuras 24A e B), células isoladas
(Figura 24C), e agregados menos compactos. Por vezes, as células apresentaram
bolhas na membrana e muitos filopédios. Células em mitose também puderam ser
observadas (Figura 24D). O grau de agregacao entre as células pode ser mais bem
percebido nos aumentos maiores, onde agregados que em aumentos menores
pareciam ser compactos, se mostraram constituidos por células com baixa interagao
intercelular. Ou o0 mesmo agregado apresentava células bem coesas entre si e outras
mais frouxamente aderidas; essas ultimas, muitas vezes na periferia do agregado
(Figuras 24E e F). Reforcando o que foi observado a microscopia 6ptica, as B16F10
apresentaram pleomorfismo celular, com células com citoplasma amplo e outras com
morfologia fibroblastoide. Foram observadas areas de contato intercelular que, por
vezes, abrangeram grande extens&o das regides laterais das células. Essa interacéo

também ocorreu por meio de projegoes citoplasmaticas (Figuras 24G eH).
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Figura 24 — MEV das células B16F10 cultivadas in vitro. (A e B) Agregados celulares (A- 48h e
B-72h). (C) Uma célula com citoplasma amplo (96h). (D) Um grupo de células em divisao celular
(seta) pode ser observado, bem como a presenca de inumeros filopédios na superficie das
células (120h). Barras — 20 um (A, B); 30um (C); 10 um (D).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 24 — MEV das células B16F10 cultivadas in vitro. (E e F) Agregados celulares
representativos dasinteragdes celulares onde podem ser observadas células mais coesas entre
si e células com menor grau de interacdo apresentando morfologia poliédrica e fibroblastoide.
Essa ultima normalmente relacionada com fenétipo migratério (E — 96h e F - 120h). (G) As
células se conectam por projecdes, (96h) e/ou por contatos que abrangiam uma maior superficie
celular (H). Barras — 30um (E e F) € 100 um (G e H).

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.6.2 Células B16F10B

De maneira semelhante as células das quais se originaram, as B16F10B
apresentaram pleomorfismo celular e multiplos filopédios na membrana celular (Figuras
25 A e D). Houve presenca de células poligonais, com formato fibroblastoide e células
gigantes (Figura 25G). Os contatos intercelulares foram realizados por meio de
projecbes citoplasmaticas, bem como por regides extensas de contato célula-célula
(Figuras 25B, 25G, 25J e 25K).

As células B16F10B apresentaram agregados celulares menos compactos e
menos bolhas na superficie celular quando comparados as células B16F10, em tempos
correspondentes em cultura. Foram observadas algumas células com flutuacdes de
membrana (Figura 25H).

Observaram-se agregados de células crescendo umas sobre as outras
(empilhamento), mesmo quando havia espacgo disponivel no substrato (Figuras 25A,
25G e 25L). Células em divisdo foram observadas com frequéncia mesmo em tempos

extensos em cultura (120h, Figura 25M).
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Figura 25 — MEV das células B16F10B cultivadas in vitro. (A) Agregados vistos em menor
aumento. As células B16F10B apresentam interacdo celular por meio de projecdes
citoplasmaticas (B e C) e ha inumeros filopddios em sua superficie (D, detalhe de C — 48h). (A a
D — 48h). Barras — 100 um (A); 10 um (B, C e D).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 25 — MEV das células B16F10B cultivadas in vitro. De E a G é possivel observar o
pleomorfismo celular, com células poliédricas, fibroblastoides (E e F — 72h; G -96h) e células
gigantes (citoplasma amplo) como a célula mostrada pela seta (G -96h). (H) Contato intercelular.
A célula da esquerda apresenta inumeros filopddios. Barras — 100 um (E); 30 um (F); 200 pm
(G) e 2 um (H).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 25 — MEV das células B16F10B cultivadas
in vitro. De | a K - sobreposigdo das células e
pleomorfismo dos agregados. Em M (detalhe) -
grande numero de células em divisdo. (i, j e K -
96h; L e M-120h. Barras — 20 um (I, J e M); 100
um (K e L); 10 um (detalhe da M).

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.7 Padroes de crescimento

A morfologia da linhagem celular B16F10 e das sublinhagens celulares
B16F10B, B16F10BM e B16F10M, quando cultivadas em monocamada sobre laminulas
de vidro, encontra-se no subitem 5.3.1.

O numero de células por agregado celular (ne) € o numero total de agregados
(s) dessas culturas foram contados manualmente (subitem 4.3.9) e utilizados para
determinar as fungdes de distribuicdo de tamanho de agregados correspondentes.

As analises das fungdes de distribuicido dessas células mostraram que para a
linhagem B16F10 e para as sublinhagens B16F10BM e B16F10M é a lei de poténcia
que rege o crescimento dessas células em todos os tempos analisados (Figuras 26, 28
e 29). A sublinhagem B16F10B apresentou no tempo t=48h uma curva indicativa de um
decaimento exponencial. A partir desse tempo, t>48h, passou a exibir um decaimento
que segue leis de poténcia. Portanto, para a sublinhagem B16F10B ha indicios de que
houve uma transicdo nas leis que regem o crescimento, ou seja, as fungbes de
distribuicdo passaram de um decaimento exponencial até 48 horas de cultura para
exibir um decaimento que segue leis de poténcia (Figura 27). Entretanto, em tempos
inferiores a 48h, pelo fato de s6 haver dois pontos ndao ha como afirmar que essas
curvas correspondem a um decaimento exponencial.

Para facilitar a visualizagdo dos resultados, optou-se por apresentar nos
graficos, ns) em fungdo de s, que mostra as fungdes de distribuigdo de tamanho de
agregados somente alguns dos tempos analisados para cada linhagem celular. No
Anexo Il podem-se encontrar os graficos contendo todos os intervalos para todas as

culturas analisadas.
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M 24 horas
A 48 horas
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Figura 26 — A funcdo de distribuicdo de tamanhos de agregados ns da linhagem B16F10,
cultivada em diferentes tempos de observacao, foi tragada em grafico duplo logaritmo. Observar
que as curvas correspondentes aos tempos 4, 24 e 48 horas apresentam decaimento em leis de
poténcia (retas). O eixo das ordenadas representa (n)) numero de células por agregado celular
e 0 eixo das abscissas, o numero total de agregados (s).

Fonte: Elaborado por Marcelo Lobato Martins.
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Figura 27 — A funcgo de distribuicdo de tamanhos de agregados n() da sublinhagem B16F10B,
cultivada em diferentes tempos de observacéo, foi tragada em grafico duplo logaritmo. Observar
que as curvas correspondentes ao tempo t =48 horas apresenta decaimento exponencial
(curva). A partir desse tempo e as demais curvas apresentam decaimento em leis de poténcia
(retas). O eixo das ordenadas representa (n()) humero de células por agregado celular e o eixo
das abscissas, o numero total de agregados (s).
Fonte: Elaborado por Marcelo Lobato Martins.
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Figura 28 — A fungdo de distribuicdo de tamanhos de agregados ni da sublinhagem
B16F10BM, cultivada em diferentes tempos de observacdo, foi tragada em grafico duplo
logaritmo. Observar que as curvas correspondentes a todos os tempos apresentaram
decaimento em leis de poténcia (retas). O eixo das ordenadas representa (n,) numero de
células por agregado celular e o eixo das abscissas, o numero total de agregados (s).

Fonte: Elaborado por Marcelo Lobato Martins.
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Figura 29 — A fungéo de distribuicdo de tamanhos de agregados n) da sublinhagem B16F10M,
cultivada em diferentes tempos de observacao, foi tragada em grafico duplo logaritmo. Observar
que as curvas correspondentes a todos os tempos apresentaram decaimento em leis de
poténcia (retas). O eixo das ordenadas representa (n)) nimero de células por agregado celular
e o eixo das abscissas, o niumero total de agregados (s).

Fonte: Elaborado por Marcelo Lobato Martins.
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6. DISCUSSAO

6.1 Estabelecimento das sublinhagens e caracteristicas morfoloégicas in vivo e in
vitro

Apesar de se tratar de um organismo alogénico, foram obtidos tumores
primarios e metastaticos do melanoma B16F10 em camundongos BALB/c. As
neoplasias malignas sdo frequentemente compostas de subpopula¢des de células
heterogéneas que podem ser caracterizadas, dentre outras propriedades, pela
capacidade de propagar o tumor em modelos murinos (HELD et al, 2010). Apesar de
apenas uma fracado de células do tumor ter o potencial de proliferacdo, alguns estudos
mostram que a tumorigénese ndo € algo tdo incomum. Quintana et al. (2008)
induziram melanoma humano em camundongos NOD/SCID a partir da coinjecao de
uma célula tumoral, ndo cultivada, com Matrigel. Porém, a frequéncia de células
tumorigénicas varia muito e tem sido relacionada a caracteristicas como o modelo e o
tipo de tumor; a inabilidade de algumas células de crescerem em organismos
alogénicos/xenogénicos (KELLY et al., 2007; QUINTANA et al., 2008; DICK, 2009;
ALISON et al., 2010); ao papel da resposta imunolégica do hospedeiro (QUINTANA et
al., 2008) e a via de inoculacdo das células tumorais (PRETLOW et al., 1991).

A heterogeneidade fenotipica e comportamental do tumor ndo é gerada
somente pelas células tronco tumorais capazes de se autogerar e gerar células com
diferentes potenciais de proliferagcao. Além disso, a heterogeneidade também pode ser
gerada por variagdes dentro de diferentes partes do tumor com respeito a sua
proximidade com a rede vascular e microambiente gerado por células ndo tumorais,
como células inflamatodrias, fibroblastos, dentre outras, que podem influenciar o
comportamento do tumor e facilitar processos como invasao e metastases (ALISON,
2010; RAMBOW; LARUE, 2010; QUINTANA et al., 2010; CHAFFER; WEINBERG,
2011).

E provavel que as células provenientes do tumor primario, ou das metastases
sejam pouco imunogénicas. Isso porque, para essas células se estabelecerem, elas
evadiram-se de mecanismos de apoptose, venceram barreiras imunolégicas além de
estimularem a angiogénese em um organismo nao singenéico. Portanto, o fato de os
animais transplantados com células B16F10 terem desenvolvido o tumor aliado a
fatores como o estabelecimento de metastases, mostra a baixa imunogenicidade
dessas células. A baixa regulagédo ou a falta de expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade tipo | (MHCI), € um dos principais mecanismos de
evasao da resposta imune utilizados pelas células tumorais, e estudos tem mostrado

que as células B16F10 expressam poucas moléculas de MHCI em sua superficie e
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nao expressam MHCII (LEVITSK et al., 1994; SELIGER et al., 2001; FREITAS et al.,
2004; RODRIGUEZ et al., 2007).

Outros estudos publicados ja haviam relatado o fato de haver crescimento de
melanoma B16 e de sublinhagens derivadas em camundongos BALB/c (FREITAS et
al., 2004; MENEGUELO, 2007; QIN, et al., 2011), porém, esses estudos utilizaram a
linhagem BALB/c para testar a atividade antitumoral de substancias e a
heterogeneidade tumoral. No presente estudo, caracterizaram-se morfologicamente as
células provenientes de passagens in vivo na linhagem BALB/c, bem como seus
regimes de crescimento.

Os tumores primarios foram obtidos em tempos diferentes entre os dois grupos
experimentais. O crescimento do tumor ¢é influenciado por alguns fatores, dentre eles:
a velocidade do crescimento das células tumorais, a angiogénese e a heterogeneidade
das células tumorais. Muitas vezes, atribui-se a alta velocidade de crescimento do
tumor ao encurtamento do ciclo celular, mas essa ideia € errénea, pois isso néo
ocorre. A velocidade de crescimento do tumor esta associada ao numero de células
produzidas em relagdo ao numero de células perdidas (mortas), ou seja, produzem-se
mais células no tumor porque a maioria delas evade-se dos mecanismos de apoptose.
A angiogénese de um tumor também influencia em seu crescimento, uma vez que se
essa capacidade for aumentada faz com que a nutricdo do tumor seja otimizada; o que
possibilita ao tumor crescer mais.

Com relagcdo ao modelo experimental de producdo de metastases, obteve-se
um menor numero de nédulos metastaticos pulmonares em um dos grupos que
recebeu a inoculagéo de células B16F10B isso talvez esteja relacionado a dificuldade
inerente a realizagdo da técnica de inoculagdo. Nesse caso, algum(s) animal(is) talvez
nao tenha recebido as células (grupo 2). Aliado a esse fato, outro fator importante diz
respeito a concentragdo de células inoculadas, pois uma menor concentracdo de
células (menor quantidade de antigenos tumorais) seria menos perceptivel ao sistema
imune ou capaz de ativa-lo. Sendo assim, haveria uma maior probabilidade de as
células tumorais do grupo que recebeu menor quantidade de células (grupo 1)
prosperarem quando comparado com o grupo que recebeu uma maior concentragao
de células (grupo 2).

Embora o niumero de células inoculadas nao seja o fator mais importante para
determinar se havera ou nao crescimento tumoral, acredita-se que na verdade ele sé
influencia a velocidade do crescimento. No caso de metastases, por exemplo, o
tamanho dos émbolos tumorais formados no leito vascular e a homogeneidade das
células do émbolo é que véao influenciar o desenvolvimento das lesdes, uma vez que
de 90-95% das células que entram na circulagdo morrem (FIDLER, 1973; KELLY, et
al., 2007; RAMBOW; LARUE, 2010).
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Porém, como houve crescimento de metastases em numero satisfatério em um
dos animais do grupo e em todos os do outro grupo experimental, e sendo o objetivo
principal o estabelecimento das células metastaticas em cultura, e ndo a determinacao
de uma concentragdo 6tima para indugao de lesdes pulmonares, nao houve repeticao
do experimento. Entretanto, ao se comparar o numero de metastases entre os animais
que receberam 4x10° células B16F10 e B16F10B, percebe-se que a partir da
sublinhagem B16F10B surgiu um maior numero de lesdes metastaticas.

O desenvolvimento de uma metastase é dependente da interacio entre fatores
do hospedeiro e caracteristicas intrinsecas das células tumorais. O processo de
metastase é altamente seletivo, e a lesdo metastatica representa o evento final de
muitos eventos destrutivos a que somente algumas células podem sobreviver
(FIDLER, 1978). Nakamura et al. (2002) mostraram que o alto potencial maligno e
formador de metastases pulmonares da B16F10 ndo se correlaciona,
necessariamente, com o numero de passagens in vivo, € mostrou que mesmo com
uma passagem ¢€ possivel selecionar células com alta capacidade de induzir
metastases in vivo.

As sublinhagens celulares estabelecidas apresentaram caracteristicas comuns
e diferenciais entre si. Parametros como, capacidade de gerar metastases,
aparentemente maior nas células B16F10B (embora ndo conclusiva pelos resultados
apresentados), taxa de proliferacéo celular, presencga de particulas virais, que ocorreu
somente para a linhagem original, B16F10, e para a sublinhagem B16F10B quando
em cultura, apresentaram-se de maneira diferencial entre as linhagens. A instabilidade
genética e as pressoes seletivas podem ter propiciado variagdes clonais, tendo como
resultado a heterogeneidade que foi vista entre as sublinhagens. As passagens in vivo
e in vitro a que essas células foram submetidas podem ter contribuido para gerar essa
heterogeneidade. Porém, mesmo com a diversidade fenotipica observada, as
sublinhagens derivadas da B16F10 mostraram que as pressdes de sele¢do nao
alteraram alguns parémetros que sao comuns a todas as linhagens, tais como,
pleomorfismo celular (menos perceptivel nas células B16F10M) e presenca de
pigmentagdo melanica.

Os resultados ora encontrados, indicam que assim como a linhagem B16F10,
as sublinhagens derivadas contém subpopulagbes de células heterogéneas nas
caracteristicas analisadas, mas que essas ndo sao capazes de induzir metastases em
nenhuma das duas vias de inoculagao utilizadas, uma vez que nao foram encontradas
lesdes em outros 6rgaos, quando realizadas as analises macroscépicas, nem células
tumorais quando foram analisados microscopicamente os figados dos animais dos

grupos experimentais.
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Nas metastases experimentais, nas quais as células sao injetadas diretamente
no leito vascular, o inéculo consiste de células sozinhas, nao agregadas. Sendo assim,
espera-se que cada lesdo formada seja homogénea, com comportamentos e
caracteristicas distintas, como velocidade de crescimento, propriedades antigénicas e
comportamento invasivo. Porém, a capacidade das células tumorigénicas de recuperar
a heterogeneidade fenotipica das células parentais apos o estabelecimento do tumor é
considerada uma caracteristica intrinseca as células tronco tumorais. Essa
propriedade pode ser uma sugestdo de que as células sofrem uma mudanca
reversivel na expressdo de alguns marcadores quando in vivo (QUINTANA et al.,
2010).

Apesar de ndo quantificada, as sublinhagens celulares B16F10B, -BM e -M
apresentaram mais melanossomos que a linhagem original, B16F10. A
heterogeneidade fenotipica caracterizada por uma variedade de parametros
biologicos, tais como a capacidade das subpopulagdes de células tumorais de
formarem metastases, a sensibilidade diferencial a drogas exibida por células dentro
do mesmo tumor e a expressao diferencial de moléculas de adesao podem explicar as
diferencas na distribuicdo de melanossomos observada nas células B16F10 e nas
sublinhagens derivadas (STACKPOLE, 1983; ELLER et al, 1996; FREITAS et al,
2004). Além disso, de acordo com Eller et al. (1996), o estresse pode afetar a
melanogénese estimulando-a quando ha danos ao DNA. Assim, o estresse a que as
células B16F10B, -BM e -M foram submetidas em diferentes momentos, como por
exemplo, a sobrevivéncia no hospedeiro apdés a inoculagcido in vivo, ativacdo dos
mecanismos de escape para conseguir se estabelecer como tumor, dissociagao das
células do tumor primario para se estabelecer uma cultura e adequacido as novas
condigbes de cultivo in vitro, podem ter contribuido para estas sublinhagens
produzirem mais melanossomos quando comparadas com as células B16F10. Essa
diferenca na quantidade de melanossomos produzida pode também ser explicada pela
propriedade chamada “mudanga fenotipica” (WELCH et al., 1984a; 1984b) que
demonstra que certas caracteristicas, tais como a morfologia celular, a taxa de
crescimento, cariotipo e ploidia sdo consistentemente alteradas durante o crescimento
in vitro. E importante ressaltar que essa diferenca foi analisada de uma maneira
apenas qualitativa e nenhum estudo quantitativo foi realizado.

A andlise ultraestrutural em MET revelou que as células de melanoma
apresentaram nucleo eucromatico, RER e Golgi desenvolvidos, assim como
abundéncia de polissomos livres, carateristicas tipicas de células com intensa
atividade metabdlica. Pré-melanossomos (estagios | e Il) bem como melanossomos
maduros (estagios lll e IV) foram observados nas trés sublinhagens e na linhagem

original, B16F10. As mitocéndrias normalmente numerosas mostraram-se com
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morfologia regular a ndo ser em areas mais centrais do tecido tumoral, onde
apresentaram indicios de cristélise, o que se acredita ser um sinal de lesdes celulares
reversiveis como degeneracdo hidropica, decorrente da baixa disponibilidade de
oxigénio e nutrientes que normalmente ocorre no centro do tumor e/ou morte celular.

A andlise ultraestrutural em MET para as células da linhagem B16F10 e da
sublinhagem B16F10B revelou a presenca de particulas virais morfologicamente
comparaveis a particulas intracisterna tipo A (IAP). As IAPs sdo encontradas em varias
linhagens de camundongos, tecidos normais e tumorais, bem como em linhagens de
células normais e cancerosas (BIBBY; SMITH, 1975; PIKO et al., 1984; RIBET et al.,
2008b; STOCKING; KOZAK, 2008; QIN et al., 2010). Nas linhagens de melanoma
B16F10 e B16F10B as IAPs foram observadas no interior de cisternas expandidas
distribuidas por todo o citoplasma e préximo a organelas celulares como mitocéndrias,
RER e melanossomos, 0 que corrobora com estudos realizados para as linhagens
celulares B16F10 e BL6, onde além de IAPs foram observadas particulas virais tipo C
(LI et al., 1996; MUSTER et al., 2003). Sucessivas passagens in vitro e manipulagao
excessiva das linhagens celulares, podem alterar a expressao génica e promover
infeccao horizontal, sendo assim esses mecanismos podem facilitam a expressao de
particulas virais. Além disso, a propriedade chamada deriva fenotipica pode explicar
as alteragdes no fendtipo celular (morfologia celular, taxa de crescimento, cariétipo)
que ocorrem em células mantidas em cultura (WELCH et al., 1984a; 1984b; RAISCH
et al., 1998; GOFF, 2004; WEISS, 2010).

Apesar de terem sido observados pontos de contato intercelulares nas células
de melanoma em cultura e nos tecidos (tumor primario e metastases pulmonares), nao
houve evidéncia de zonas de adeséo, jung¢des tipo gap ou desmossomos entre as
mesmas. Os tumores solidos desenvolvem-se em um microambiente formado por
células tumorais, células ndo tumorais e componentes da matriz extracelular. Durante
a progressao tumoral, a presenga e a quantidade desses constituintes, bem como a
dindmica de expressdo de proteinas celulares, sofrem alteragdes (LI et al., 2001;
CULP et al., 2006; SCHMITT et al., 2007). Muitas proteinas estdo envolvidas nas
estruturas tumoral e tecidual, bem como na lise dos tecidos durante processos, como
invasdo e metastase. A microscopia eletronica de transmissdo foi possivel a
identificagao de pontos de contato celular no tecido tumoral, as células ficavam muito
proximas umas das outras, mas complexos juncionais intercelulares nao foram
identificados. A microscopia eletrénica de varredura, a interagdo entre as células
também pode ser observada. Os agregados celulares se mostraram muito
heterogéneos em todas as culturas, tanto em relacdo a morfologia celular quanto ao
grau de compactagdo do agregado (Figuras 24 e 25). Um mesmo agregado celular

apresentava regides com células que estavam mais proximas entre si, com interagdes
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que ocupavam grande parte de suas membranas laterais e outras regides com células
que se conectavam apenas por finas projecdes citoplasmaticas. A maior parte das
células menos justapostas ocorreu na periferia do agregado, o que pode indicar uma
mobilidade maior desse grupo de células (Figuras 24G e 24L).

Observaram-se ceélulas crescendo umas sobre as outras (empilhamento),
mesmo quando havia espago disponivel no substrato (Figuras 24A, 24G e 24L). Essa
caracteristica pode ser explicada pela perda da inibicdo do crescimento por contato
que é uma propriedade intrinseca as células tumorais e pode ser observada nas
células B16F10 e B16F10B, tanto a microscopia éptica quanto a MEV (Figuras 24 e
25). Células em divisao também foram observadas com frequéncia mesmo em tempos
extensos em cultura.

A heterogeneidade celular mostrada a microscopia éptica também foi evidente
nas andlises pela ultramicroscopia. A excecdo das células B16F10M, que se
mostraram mais homogéneos com relagcdo a morfologia, as demais células mostraram-
se pleomorficas. Essa sublinhagem também mostrou ter baixa interacao intercelular,
emitindo poucos prolongamentos celulares.

Na pele normal, melandcitos expressam predominantemente a E-caderina, e
em menor quantidade a P-caderina. As caderinas sao glicoproteinas, que formam uma
superfamilia de moléculas de adesao calcio-dependentes, que desempenham um
papel crucial na adesao celular e, consequentemente, na organizagdo e manutengao
tecidual e poderiam estar, como outras moléculas de adesividade celular, sendo
expressas de forma alterada ou diferenciada nos diferentes estagios do crescimento
celular (JOUNEAU et al., 2000; BACHMANN et al., 2005). Muitos estudos tém
demonstrado uma troca no padrao de expressdo dessas caderinas nas células
melanociticas durante a progressdo do melanoma. A perda de expressao de E- e P-
caderinas e 0 ganho de expressao de N-caderina facilita a associagao das células do
tumor com células do estroma circundante, vasos sanguineos e linfaticos que promove
0 aumento da capacidade invasiva das células tumorais (HSU et al., 1996; LI et al.,
2001b; HAAS, et al., 2004; SCHMITT et al., 2007). As consequéncias funcionais das
alteracbes no padrao de expressdao de proteinas como as caderinas classicas e
desmossémicas tém sido descritas. Li et al. (2001a) sugerem que as proteinas
caderina-E, desmogleina -1 (Dsg-1) e placoglobina presentes nos melandécitos normais
formem um complexo que atua regulando a adesao intercelular. Esse complexo, por
sua vez, pode ser regulado negativamente pelo fator de crescimento de hepatdcito
(HGF) no melanoma o que pode levar in vivo a uma diminuigcdo da expressédo das
proteinas do complexo e consequentemente, a uma menor adesividade entre as

células, além da perda do controle dos queratindcitos sobre os melandcitos. Uma vez
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que as estruturas de adesdo e/ou moléculas de adesao célula-célula estejam
alteradas, as células malignas podem migrar e metastatizar.

Jouneau et al. (2000) analisaram a expressdo de caderinas e cateninas em
linhagens celulares derivadas de melanoma murino, dentre as quais a B16F10, e
reportaram que essa linhagem expressava a proteina N-caderina, além de apresentar
transcritos de E-caderina. Margal (2010) estudou o padrédo de expressdo das
caderinas E-, -P e -N na linhagem B16F10 e nas sublinhagens B16F10B e B16F10M,
porém essas proteinas ndo foram detectadas pelo método de western blotting, na
concentracdo proteica utilizada. HSU et al. (1996) demonstraram que a quantidade de
E- e P-caderinas em linhagens melanociticas em cultura diminui gradativamente com o
numero de repiques a que as células sao submetidas, o que pode ter ocorrido com as
linhagens analisadas por Margal (2010). Portanto, embora sejam perceptiveis os
pontos de contatos intercelulares nas linhagens celulares aqui apresentadas (subitens
5.5 e 5.6), outras analises sdo necessarias para se caracterizar as moléculas de

adeséo envolvidas na interagao célula-célula.

6.2 Regimes de crescimento

Os resultados obtidos para a fungéo de distribuicdo de tamanho de agregados
mostraram que as linhagens analisadas B16F10, -BM e -M sempre exibiram um
comportamento de lei de poténcia. Além disso, ha um indicativo de que, para as
células B16F10B, as fungdes de distribuicido sofrem uma transicdo de um decaimento
exponencial para um que segue lei de poténcia.

Um decaimento que segue lei de poténcia é tipico de aglomerados que nao
possuem um tamanho caracteristico, ou seja, apresentam uma propriedade fractal. Do
ponto de vista biolégico, esse comportamento pode estar relacionado a altera¢des nos
mecanismos de controle da divisao celular. Outro fator que pode ser responsavel por
esse comportamento é a estabilidade dos aglomerados celulares formados. As células
B16F10, segundo Jouneau et al. (2000), expressam N-caderina e possuem transcritos
de E-caderina. As N-caderinas medeiam interacbes homotipicas entre células de
melanoma e heterotipicas entre melanoma e fibroblastos ou células do endotélio
vascular (LI et al, 2001b). Durante a migracdo das células precursoras dos
melandcitos da crista neural para a epiderme, passam a diminuir a expressdo de N-
caderina e passam a expressar E-caderina. Na progresséo tumoral essa plasticidade
novamente é ativada, sofrendo uma inversdo, as células passam a expressar N-
caderina ao invés de E-caderina. Essa troca € frequentemente relacionada a
capacidade invasiva e metastatica das células tumorais (MONIER-GAVELLE;
DUBAND, 1997; KRENGEL et al., 2004). Sendo assim, o fato de as células B16F10
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expressarem N-caderina as capacita a serem mais invasivas, mas essas moléculas de
adesdo também estdo presentes nas adesdes intercelulares do melanoma. Para as
sublinhagens B16F10BM e B16F10M, o Unico estudo relacionado com analise de suas
moléculas de adesao foi realizado por Marcal (2010) e nas condi¢des em que foram
realizados os experimentos ndo foram detectadas as E-, N- e P- caderinas. Outras
analises envolvendo a expressdo de moléculas de adesdo para as linhagens
estudadas se fazem necessarias para que se possa ter uma explicacdo conclusiva a
respeito do regime de crescimento apresentado por essas células.

Como pode ser visto na Figura 27, a linhagem B16F10B exibe um
comportamento que indica ser uma transicdo, que ocorre cerca de 48 horas apds o
plagueamento, periodo no qual as fungdes de distribuicdo de tamanho de agregados
decaem exponencialmente. Terminada essa transicdo, a ng(t) para a linhagem
B16F10B passa a ser descrita por leis de poténcia. Nesse ponto faz-se necessario
chamar novamente a atencao para o fato de que os tempos anteriores a 48 horas, 4 e
24 horas, serem representados apenas por dois pontos, 0 que impossibilita a
demonstragdo de que esses tempos sejam regidos por um regime de crescimento
exponencial. Um decaimento exponencial implica a existéncia de um tamanho
caracteristico para os agregados celulares. A mudanga na dindmica de crescimento
para um decaimento que segue lei de poténcia (tipico de aglomerados que nao
possuem um tamanho caracteristico) sugere que o crescimento continuo em cultura
pode exercer forgas seletivas as quais, provavelmente, alteram a regulagdo de
mecanismos como dependéncia de ancoragem, inibicdo por contato célula-célula e
crescimento dependente de densidade. Corroborando com esses resultados estdo os
trabalhos que Chow et al. (1994), Rubin et al. (1994a; 1994b) e Yao et al. (1994)
obtiveram estudando as células NIH 3T3 (fibroblastos de camundongo). Eles
mostraram que, quando essas células eram mantidas em cultura em alta densidade
celular, adquiriam a capacidade de gerar focos transformados. Uma vez que essa
alteragdo do comportamento celular aparece apenas quando as células atingem a
confluéncia, ou seja, sua taxa de divisdo esta reduzida, esses autores sugeriram que a
densidade populacional, ndo o numero total de divisdes celulares, seria a forga
condutora dessa transformacao.

Se a adesividade celular é baixa, a estabilidade de grandes aglomerados de
células B16F10B também é baixa e, consequentemente, € esperada a existéncia de
tamanhos caracteristicos pequenos para esses aglomerados celulares e fungdes de
distribuicdo exponenciais decrescentes. Entdo, apdés um tempo em cultura, parece que
as células B16F10B sofrem alteragdo no padrdo de expressdao de moléculas de
adesividade celular, tornando-se capazes de formar agregados maiores e mais

estaveis regidos por lei de poténcia para as fungbes de distribuicado de tamanhos de



77

agregados. Essa transicdo provavelmente esta associada a mudangas na expressao
das moléculas de adesividade celular.

E importante ressaltar que transicdes fenotipicas ocorrem em varios
fendbmenos bioldgicos, como durante o desenvolvimento embrionario, por exemplo,
nos processos de histogénese do coragdo e sistema esquelético, e em certas
situagbes patoldgicas. No caso de carcinomas ocorre uma transigdo epitélio-
mesenquimal (TEM). As células de carcinomas, de origem epitelial, passam a
expressar genes tipicamente expressos por células de tecido conjuntivo. Dessa forma,
as células deixam de apresentar uma morfologia epitelioide, menos migratéria, e
passam a apresentar uma morfologia fibroblastoide, mais migratéria (THIERY, 2002;
2003). Alteragbes moleculares que fazem com que uma célula epitelial adquira
caracteristicas mesenquimais sdo a perda ou desregulacdo na expressdo de
moléculas de adesdo, como a E-caderina (THIERY, 2002). Outra caracteristica é a
expressao de proteinas especificas de tecidos mesenquimais, como a fibronectina.
Esse padrdo de expressdo proteica esta associado a mudangas no padrédo de
organizacao do citoesqueleto e com perda de polaridade das células (HAY, 2005).
Outro processo no qual ocorre transicao fenotipica é durante a progressdo do
melanoma, na qual um melandécito normal se torna, por meio de desregulagdes nos
processos de crescimento e diferenciacdo, nevo displasico e mutagbes adicionais os
transformam em um melanoma, inicialmente com crescimento radial que progride para
um crescimento vertical e finalmente se torna um melanoma metastatico (GAGGIOLI,
SAHAI, 2007). Nesse caso, durante a progressdo ocorre uma transicdo epitelial-
mesenquimal para uma mesenquimal-epitelial.

As transi¢cdes fenotipicas relacionados com a dindmica de agregagdo de
células em cultura, como observado para as células B16F10B e para as células de
carcinoma de mama, MCF-7 (VILELA et al., 2007), para as células MDCK (células
normais de rim de cao) e células de carcinoma de laringe humana, Hep-2 (MENDES et
al., 2001), ndo sao universais. Em algumas linhagens de células, uma das etapas de
transformacdao é desencadeada pelo aumento das condigdes inibitorias para o
crescimento e envolve a modulagdo de mecanismos celulares de adesao célula-célula
e célula-substrato. No entanto, esta resposta pode ocorrer por meio de mecanismos
completamente diferentes. Para as células MCF-7, a transi¢cdo leva ao aumento das
migragdes por meio de um fendtipo menos adesivo, enquanto que para as células
B16F10B, MDCK e HEp-2 o comportamento da fungéo de distribuigdo do tamanho de
agregados n)t sugere que os fendtipos mais fortemente adesivos sdo selecionados
apoés a transigdo (VILELA et al.,, 2007). Essas respostas diversas sao indicativas da
complexidade das transi¢des fenotipicas. Portanto, para melhor entender como ocorre

o fendbmeno da transicdo sdo necessarios mais estudos sobre a dindmica de
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agregacao das células in vivo e in vitro, bem como uma comprovagao por meio de
analises da integridade genOmica que possam explicar como ocorre essa possivel

mudanca genética, seja ela por mutagao ou por mecanismos epigenéticos.
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7 CONCLUSOES

v’ A partir da inoculagdo de células B16F10 em camundongos alogénicos,
BALB/c, obteve-se crescimento de tumor subcutidneo, o qual deu
origem a uma sublinhagem celular denominada B16F10B;

v Estabeleceu-se um modelo de crescimento de metastases pulmonares
em camundongos BALB/c a partir da inoculacdo endovenosa das
células B16F10 e B16F10B;

v' Foram estabelecidas as sublinhagens celulares B16F10M e B16F10BM
a partir das metastases pulmonares induzidas pela inoculagdo das
células B16F10 e B16F10M, respectivamente;

v' A andlise histopatolégica do tumor subcutdneo mostrou que o mesmo
era bem vascularizado, apesar de apresentar areas de necrose. Uma
heterogeneidade celular pode ser observada e os melanécitos tumorais
apresentarem, por exemplo, dois padroes de distribuicdo de melanina.
Em algumas células a melanina estava disposta preferencialmente
préxima ao limite celular e, em outras, o pigmento encontrava-se
disperso no citoplasma e proximo ao limite celular;

v' A analise histopatoldgica das metastases pulmonares apresentaram
caracteristicas comuns as ceélulas do tumor primario, tais como
pleomorfismo celular e nuclear, hipercromasia celular e necrose;

v" 0O estudo histopatologico, bem como as analises utilizando MEV e MET,
mostrou que a linhagem celular B16F10 e as sublinhagens dela
derivadas apresentam algumas caracteristicas em comum, como
pleomorfismo celular e pigmentagdo melanica, além de caracteristicas
diferenciais, como taxa de proliferacao celular e presencga de particulas
virais tipo A (B16F10 e B16F10B) in vitro;

v' A analise ultraestrutural 8 MEV e a MET revelou regides de contato
célula-célula, porém a MET nao foi possivel caracteriza-las como zonas
de adeséo, tais como desmossomo ou jungao tipo gap;

v A linhagem celular B16F10, bem como as sublinhagens B16F10BM e
B16F10M, desde o inicio de seu crescimento até atingir a confluéncia,
exibe fungdes de distribuicao ns(t) que decaem de acordo com leis de
poténcia; e

v' A fungdo de distribuicdo de tamanhos de agregados para B16F10B
mostra dois comportamentos distintos, embora outros experimentos
sejam necessarios para melhor caracterizar a transicdo fenotipica

sugerida para essa sublinhagem.
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8 PERSPECTIVAS

Apos a realizacao do presente estudo surgem novas perspectivas para estudos

futuros, como por exemplo:

v Analise da expressado de moléculas de adesao intercelular, na linhagem
de melanoma B16F10, bem como em suas sublinhagens B16F10B, -BM e —M,;
4 Correlacionar a expressao das moléculas de adesao as leis de escala
que regem o crescimento da linhagem celular B16F10 e suas sublinhagens;

v Verificar, por meio de técnicas de citogenética, a integridade gendmica
da linhagem B16F10 e compara-la a das sublinhagens dela derivadas; e

v Avaliar o efeito citotéxico de compostos quimioterapicos in vitro em
células das linhagens B16F10 e nas sublinhagens dela derivadas, bem como
avaliar o efeito in vivo desses compostos em tumores primarios e em

metastases induzidas a partir da inoculacdo das células de melanoma murino.
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Curva de Crescimento da linhagem celular B16F10 cultivada em monocamada. O numero
inicial de células plaqueadas foi de 1000 células.
Fonte: elaborada pela autora.
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Curva de Crescimento da sublinhagem celular B16F10B cultivadas em monocamada. O
namero inicial de células plaqueadas foi de 1000 células.
Fonte: elaborada pela autora.
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Curva de Crescimento da sublinhagem celular B16F10BM cultivadas em monocamada. O
namero inicial de células plaqueadas foi de 1000 células.
Fonte: elaborada pela autora.
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Curva de Crescimento da sublinhagem celular B16F10B cultivadas em monocamada. O
numero inicial de células plaqueadas foi de 1000 células.
Fonte: elaborada pela autora.
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Abstract

Intracisternal A particles (IAPs) has been found in a widestsadf cell lines. We report ultrastructural
analysis of B16F10 murine melanoma and B16F10B subline celisgdwhich it was observed 1APs
inside cisternae of endoplasmic reticulum and near other digmn&he tumor from which it was
selected cells of the subline B16F10B did not show the pcesef virus particles (VPs). The absence of
IAPs in tumor tissues may be related to instabilityvofior cells maintained in culture since passages in
vitro may facilitate the expression of these VPs.

Keywords: retrovirus, IAP, morphology, melanoma.

Introduction

The majority of strains of laboratory mice have prbte contain endogenous retrovirus (ERV)
sequences in their genomfs4]. About 10% of mouse genome is comprised of ER\b]. These
sequences encode retrovirus (RV) particles morphologickdbsified as type A, B, C or [6-10]. The
B-type RV group includes as infectious agents only the moamary tumor viruses (MMTVS). The
B-type RV assemblage initiates in the cytoplasm betoee transport to the plasma membrane, where
budding and maturation take place [4,11]. The C-type RV assethbie genomes at the plasma
membrane, with the concurrent formation of an immatireg core and acquisition of the envelope. They
are relatively abundant in the placentas of primatesrahdman teratocarcinom3-4,12]. The D-type
RV, alike the Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV), a simiartype RV found in Old World monkeys
which causes immunodeficiency syndrome [12jve a spherical core and their assemblage occurs in the
cytoplasm before budding and maturation on the memb#ah@]]

A-Type RVs are known as intracisternal A particles (IAR%)l they assemble their genomes at
the endoplasmic reticulum (ER) cytosolic surface. Tinddng process occurs towards the luminal space
of the ER and there they remain as immature partiridsare not observed as extracellular viral particles
[12-15]. The IAPs are dark rigid double-walled annular structuaesut 60-90 nm in diameter [9,12].

A mouse contains about 1,000 copies of IAP proviral elemmrtéaploid genome [10,16], but
the IAPs are rare or seen less frequently in normgldis nevertheless it has been regularly observed in
mouse placenta, mouse oocytes and in mouse early enjbbyd3-20] Also, IAPs are abundant in some
malignant cells such as plasmacytomas, neuroblast@ndsteratocarcinomas [12,14,19,21-23]. Some
strains of mice (i.e. C3H, BALB/c and C57BL/6) can producesvlike particles (VLPs) spontaneously
and reports have shown that B16 cells and their subline B1éii@ss both A- and C-type VLPs
[1,11,14,23-24]. The B16 cell line, which was originated flo6YBL/6 mice, has been widely used to
study melanoma. Aiming to develop a study model using muanglanoma, B16F10 cells was inoculated
subcutaneously into BALB/c mice. A cell subline derivaathfrsubcutaneous tumors induced in BALB/c
mouse was hamed B16F10ds a reference strain of mice in which the cell Vims passed in vivo. Here,
we report the transmission electron microscopy (TEM)yaisaof viral particles observead the B16F10
and B16F10B cells grown in vitro on glass cover-slips.

Materialsand Methods

B16F10 cell line is syngeneic in C57BL/6 mice and it was kirdtipated by Dr. M. G. Jasiulionis
(Universidade Federal de Séo Paulo, UNIFESP, Brazil). Jiidine B16F10B was obtained by
subcutaneous inoculation of B16F10 cells on BALB/c micado¢e primary tumors. BALB/c mice were
inoculated with 4.5x1Dviable B16F10 cells and killed 20 days later. Their primanydrs were removed
aseptically and their tumor parenchyma was macerated afld enzymatic digestion with trypsin
(Sigma, St. Louis, MO, USA) solution (0.25%, 5 minutes). Méeilting tumor cell suspension and the
B16F10 cell line were cultured in vitro in DMEM medium, pH,7(Sigma, St. Louis, MO, USA),
containing 10% fetal calf serum (FCS; Cultilab, Campinas,B3&zil) at 37°C with 5% of CQ After
confluence of tumor cell culture, the cells were tryjzgid and cloned by limiting dilution. For TEM
analysis, the cells were cultured on glass cover-stii-well plates. After 120 hours of culture, the
cover-slips were imersed in fixative solution (glutaraldieh®.5% in cacodylate buffer 0.1M pH 7.2).
The cover-slips were then submitted to osmium tetroxidé-fpagion (1% in the same buffer, 15
minutes), en bloc uranyl acetate (1%) contrastation, ettdeigidratation and Spurr resin embedding.
Final embedding was performed using inverted eppendorfs contépog resin. Thin sections of
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selected areas were contrasted with lead citrate. aidlysis was performed using a ZEISS 109 TEM
coupled with digital image capture device MegaView lII.

Results

The TEM analysis of B16F10 cells grown in vitro have showed irregular jrisuchromatic
nucleus with the presence of one or two nucleoli. dyteplasm showed developed rough endoplasmic
reticulum (RER), Golgi and abundant free ribosomes. Thamesbmes (Mel) of different stages of
maturation were observed grouped near the cell membrhaeeells touckd each other but there was no
evidence of zones of adhesion, gap junctions or desmes@iel)

The B16F10B cultured cells possess polymorphic nuclei with andwo nucleoli. The
cytoplasm has numerous mitochondria, cytoskeletal &) developed Golgi and a great number of
Melsin all stages of maturation (I, 11, Ill and IV), almost alwansarby the cell membrane, some of them
isolated and others forming clusters (Fig.2). The surfacel6FB0 and B16F10B cells at some extent
show filiform projections.

Both cultures of B16F10 and B16F10B grown in vitro revealed |ARsdd by two concentric
electron-dense rings and the most external diameter has abmut In B16F10, they were observed
inside expanded cisternae of tubular ER, in the perinucleaplagta, near mitochondria and RER.
Budding IAPs were neither detected in the cell surfad®ih cell lines nor free in the extracellular space
(Fig.1). The analysis of B16F10B cells evidenciated IAPs disttbiliroughout the cytoplasm near
Mels, nucleus and tubular ER (Fig.2). Also, both cell ligesvn in vitro did not show any morphogical
evidence of exocytosis of vesicles containing virus pastipies).

No VPs were observed TEM analysis of normal lung parenahgnd tumor tissue (Fig.3). The
lung parenchyma of control mice is formed by type | dnghkeumocytes. Typical basal lamina fusion
was observed in the alveolar wall between pneumocgtesvell as between these cells and the
endothelium ones. The type | pneumocytes have smoothl apirface and a large flat feg having
cytoplasm with few organelles and many micropinocytetisicles. The type Il pneumocytes usually
have apical short microvilli. The cytoplasm of thesdlsc has RER and well developed Golgi,
respectively, involved in the production and secretiopudmonary surfactant (Fig.3). The parenchyma
tumor cells present a central and polymorphic nucleudyhagichromatic with one or two nucleoli, well
developed ER and Golgi, and abundant free ribosomes. Some swollenhuitdcia were observed in
cells of the inner central region of the tumor, probabtlicating cell degeneration or death. Numerous
Mels were also observed scattered in the cytoplasmnobrtdung cells. They sometimes appeared in
clusters and most of them at stages Ill and IV of matrr§2is-26]. Some intercellular contacts between
tumor cells were observed although they could not provigenaorphological evidence to be part of
junctional complexes.

Discussion

The IAPs are widely distributed in several strains afannormal and tumor tissues as well as in
normal and cancerous cell lines [4,10,18,20,23]e TEM analysis of B16F10 and B16F10B cells
revealed VB that morphologically are comparable to the |IAPs. Theeoled IAPs inside expanded
cisternae throughout to the cytoplasm and near to tthdarzebrganelles such as mitochondrizR and
Mels corroborates the reports of B16F10 and BL6 cell Jimewhich it was described the expression of
IAPs and C-type VPs [14,24]. Our morphological analysis hade&cated that the C-type VPs and
budding were not detected on cell surface of BL6F10 and B16F1BB loehg in agreement with the
reports suggesting no direct precursor-product relationshigebetlAPs and extracellular virus of the C-
type [19,21,23].

The analysis of subcutaneous tumor induced did not show&syor VLPs either in the
parenchymal cells or in stromal tumor. In many mouseors, IAP expression can again be activated and
appears to be a stable property of the transformed cellsH%pression of IAP elements in normal cells
appears to be under genetic control, since variationtotal IAPs RNA levels and different size
transcripts were found in different cell populations suslmahymus [27] and pancreatic beta cg28].

Is it also known that tumor cell lines are unstableifro. We observed less IAPs in the B16F10B cell
subline when compared with the original one. We belifrat IAPs expression might be more efficient in
a system that was not submittedlih vivo passages. Mice are protected by the innate and adquir
immune systems, but have also developed antiviral fatdrich may act blocking the various stages of
the RV replication cycle. The antiviral factors, sashthe block interaction system between the receptor
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binding to host cell and the ligand on the surface of ita envelope, prevent the budding of néRsin

the cell membrane [4,29]. Successive passages in vitro nibtafathe expression of VLPs, because the
cell lines are used in experimental animals and besidgatheexposed to excessive manipulation, which
also can alter gene expression and provide horizorigaition [30-32].

The phenotypic heterogeneity expresses a variety tdgial parameters such as capacity of
tumor cells subpopulations to undergo metastasis, the diffdrag sensitivity exhibited by cells within
the same tumor and different expression of adhesion mateeuiéch may explain the differences in the
Mels distribution observed in B16F10 and B16F10B cells [33-35].€fbier, stress can affect positively
melanogenesis when there is DNA damage [B6Ls, the stress on B16F10B cells (survival in host
after inoculation in vivo, activation of escape mechard for tumor establishment, breakdown of these
cells of primary tumor to grow in culture, and suitabititynew growth conditions in vitro) may have
contributed to produce more e

The property called phenotypic drift can explain this B16FYdtnotype, that is, certain
properties (cell morphology, growth rate, karyotype armldy) consistently change during in vitro

growth[37-38].
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Legends

Fig. 1 TEM of B16F10 cells after 120h grown in vitrd. IAPs (arrows) distributed throughout the
cytoplasm B. Detail of A. showing IAPs in expanded region of tubular endoplasmic tetrcismall
arrow); note abundant free ribosomes (large arrow) inptagm. C. and D. show round IAPs (small
arrows) and IAPs formation by endoplasmic reticulum lumiaeé budding (large arrows). G-Golgi; m-
mitochondria; n- nucleus; nu- nucleoli; AL- annulatedédlae. 0.8umA.), 0.5um B. andC.) and 0.4um

(D.)

Fig. 2 TEM of B16F10B cells after 120h grown in vitrd. B16F10B cell having developed Golgi (G),
numerous mitochondria and euchromatic nucl&isMelanosomes (large arrows), mitochondria and
IAPs (small arrows)C. IAPs (arrows) observed near mitochondria (m), endoplassticulum (er) and
nucleus (n)D. IAPs (small arrow) near endoplasmic reticulum (er) and mstanes in different stages
of maturation (large arrow). nu- nucleoli; v- vesicléudn (A. andD.), 1.6um (B.) and 0.8um (C.)

Fig. 3 TEM of control mice lung and subcutaneous tumor growBAhB/c mice. A. Interface between
the blood vessels (bv) and the alveolar spaces (as); typeuhymeytes (I) of lung parenchyma with
cytoplasmic vesicledasal lamina fusion between parenchyma cells and eridath@rrow).B. Stroma
fibroblasts (F); type Il pneumocytes (II) with lamellar bodies taming surfactant (arrow)C.
Melanocyte having large amount of melanosomes in aljest of maturation (arrow), euchromatic
nucleus (n) and evident nucleoli (nuU). The melanocytes have abundant free ribosomes (arrow),
developed Golgi (G) and swollen mitochondria (G/gum (A.), 2.6um (B. andC.) and 0.2um (D.)
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As fungdes de distribuicdo de tamanhos de agregados ng da linhagem B16F10 e das
sublinhagens B16F10B, B16F10BM e B16F10M, cultivadas em diferentes tempos de
observacéo foram tracadas em gréafico duplo logaritmo. O eixo das ordenadas representa (n,))
numero de células por agregado celular e o eixo das abscissas, 0 numero total de agregados

(s). Os graficos a seguir apresentados foram elaborados pelo professor Marcelo Lobato
Martins.

LINHAGEM B16F10
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SUBLINHAGEM B16F10B

O eixo das ordenadas representa (n,)) numero de células por agregado celular e o eixo das
abscissas, o numero total de agregados (s).
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SUBLINHAGEM B16F10BM

O eixo das ordenadas representa (n¢)) numero de células por agregado celular e o eixo das
abscissas, o numero total de agregados (s).
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SUBLINHAGEM B16F10M

O eixo das ordenadas representa (ni)) numero de células por agregado celular e o eixo das
abscissas, o numero total de agregados (s).



