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APRESENTACAO

Caros Leitores!

O Livro Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo: Experiéncias, Desafios e Perspectivas,
possibilita ampliagcdo no conhecimento dos leitores, pois apresenta diversas areas
reunidas em dois volumes, sendo resultado de pesquisas desenvolvidas no ambito
nacional por diferentes Instituicoes de Ensino e colaboragdes de pesquisadores. Sua
contribuicao é substancial para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia do nosso
pais, configurando um avango das nossas pesquisas.

O volume 1, tem o foco em pesquisas na area do ensino, educacgao, biologica
e saude divididos em 14 capitulos. Ja o volume 2, apresenta resultados de pesquisa
na area ambiental, tecnologia e informac&o em 13 capitulos respectivamente.

Os leitores poderao apreciar uma pluralidade de areas nas ciéncias brasileira,
percebendo os desafios e perspectivas que percorremos quando produzimos ciéncia.
Desejo a todos uma 6tima leitura e convidamos a embarcar nessa nova experiéncia.

Samuel Miranda Mattos
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CAPITULO 8

AVALIACAO DO POTENCIAL ANGIOGENICO DE
CELULAS TUMORAIS DE EHRLICH EM MEMBRANA
CORIOALANTOIDE (MCA) DE OVO EMBRIONADO DE
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RESUMO:Diversos trabalhos envolvendo
o Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) tém
demonstrado sua importancia para estudos
experimentais em oncologia. Sabe-se que
células neoplasicas possuem mecanismos
que influenciam o desenvolvimento da
rede vascular para o crescimento tumoral,

levando a neovascularizagdo/angiogénese.
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Angiogénese pode ser definida como a formacé&o de novos vasos sanguineos a partir
de capilares pré-existentes, podendo influenciar de forma benéfica ou maléfica no
desenvolvimento de doencas. O teste de angiogénese em membrana corioalantdide
(MCA) de ovo embrionado de galinha tem sido amplamente utilizado para testar
o potencial angiogénico e/ou antiangiogénico de compostos. O presente estudo
teve como objetivo avaliar o potencial angiogénico das células do TAE no ensaio
MCA para sua posterior utilizagdo como um agente indutor de angiogénese nesse
modelo experimental. Para o ensaio MCA, quatro grupos de 10 ovos embrionados
cada foram tratados respectivamente com agua destilada (controle negativo), 30
pg/uL de regederme® (controle indutor) e com células do TAE nas concentracdes
de 6x10°e 12x10°. Posteriormente, foram obtidas imagens das MCA tratadas para
avaliagdo da porcentagem de vascularizagcdo formada. Na analise histoldgica
foram avaliados os seguintes parametros: angiogénese, presenca de elementos
inflamatérios e de fibroblastos, e alteracdo na membrana corioalantoide. Os resultados
obtidos demonstraram que houve diferenga significativa entre a porcentagem de
vascularizacéo dos tratamentos com células do TAE nas concentragcbes de 6x10° e
12x10° em comparag¢ao com o controle negativo (p < 0,05). Na analise histoldgica,
houve aumento significativo da angiogénese, numero de células inflamatérias e de
fibroblastos para os tratamentos com as células do TAE nas duas concentracdes
testadas quando comparadas com o controle negativo (p <0,05). Portanto, concluimos
que as células do TAE podem ser utilizadas como um potente controle indutor de
angiogénese no modelo MCA.

PALAVRAS-CHAVE: Angiogénese, Tumor Ascitico de Ehrlich, Membrana
Corialantéide (MCA).

EVALUATION OF THE ANGIOGENIC POTENTIAL OF EHRLICH TUMOR CELLS IN
CHORIOALANTHOIC MEMBRANE (CAM) OF CHICKEN EMBRYONATED EGGS

ABSTRACT: Several studies involving the Ehrlich ascitic tumor (EAT) has shown its
importance for oncology experimental studies. It is known that neoplastic cells have
mechanisms that influence the development of the vascular network to the tumoral
growth, leading to neovascularization or angiogenesis. Angiogenesis can be defined
as the formation of new blood vessels from pre-existents capillaries, and may influence
in a benefic or malefic form in the development of disease. The chick chorioallantoic
membrane (CAM) assay has been widely used to evaluate the angiogenic and/or
antiangiogenic potential of compounds. The aim of the present study was to evaluate
the angiogenic potential of EAT cells in CAM assay for its further use as an inductor
agent of angiogenesis in this experimental model. For the CAM assay, four groups
with 10 embryonated eggs each, were treated, respectively, with distilled water
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(negative control), 30pg/uL of regederm® (inductor control) and with EAT cells in the
concentrations of 6x10°and 12x10°. Then, images from CAM treated were obtained
for the evaluation of percentage of formed vascularization. In the histological analyses
were evaluated the following parameters: angiogenesis, presence of inflammatory
elements and fibroblasts, and alterations on the chorioallantoic membrane. The
results obtained showed that there was significant difference between the percentage
of vascularization of the treatments with EAT cells in the concentrations of 6x10°
and 12x10° compared to the negative control (p<0,05). In the histological analyses,
there was a significant increase of angiogenesis, number of inflammatory cells and
fibroblasts for the treatments with EAT cells in both concentrations tested when
compared to the negative control (p < 0,05). Thus, we conclude that the EAT cells
can be used as a powerful inductor control on the angiogenesis CAM model.

KEYWORDS: Angiogenesis, Ascitic Ehrlich Tumor, Chorioallantoic Membrane (CAM).

11 INTRODUCAO

O tumor transplantavel de Ehrlich em camundongos foi descrito em 1905 por
Paul Ehrlich (EHRLICH; APOLANT, 1905), e desde entdo tem sido amplamente
utilizado na oncologia experimental (CEYLAN et al., 2018; ELKHATEEB et al., 2018).
Varios estudos utilizando o tumor ascitico de Ehrlich (TAE) tém demonstrado a sua
importancia em testar substéncias possivelmente capazes de inibirem a proliferacao
tumoral (DEBNATH et al., 2017; MOTA et al., 2017; ARAUJO et al., 2010; SAAD-
HOSSNE; SAAD-HOSSNE; PRADO, 2004).

O TAE é classificado como um adenocarcinoma mamario de camundongos
fémeas, cujas células sao inoculadas na regidao peritoneal do animal, no liquido
ascitico (JUNIOR et al., 2004; PORTUGAL, 2012). Para se obter novas células
neoplasicas do TAE, realiza-se uma excisao do tecido do abdémen do animal tratado
e retira-se o fluido ascitico com uma seringa. Apos centrifugado, o liquido € submetido
a contagem em camara de Neubauer para a determinagcdo da concentracdo de
células desejada. Para esta contagem utiliza-se o corante azul de tripano, que cora
as células mortas em azul, auxiliando na obtencao de células viaveis para estudos
da oncologia experimental (ARAUJO et al., 2010).

Os tecidos tumorais, em geral, sdo conhecidos por seu rapido desenvolvimento
e proliferacdo descontrolada, deste modo, necessitam continuamente de oxigenacao
e nutricdo, que obtém através da neovascularizagao (VIALLARD; LARRIVE, 2017).
Esta neovascularizagdo, também conhecida como angiogénese, é caracterizada pela
formacao de novos vasos a partir da proliferacéo e migracao de células endoteliais, ou
seja, € o desenvolvimento de vasos sanguineos advindos de capilares ja existentes

(POPESCU et al., 2016). A angiogénese é um processo complexo e possui um papel
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importante no desenvolvimento, crescimento e regeneragdo de tecidos e 6rgéos,
porém, também é capaz de auxiliar em diversas condi¢des patoldégicas (NOWAK-
SLIWINSKA et al., 2019). Portanto, a avaliacdo da atividade angiogénica e/ou
angiogénica de substancias possui grande relevancia na comunidade cientifica.

Atualmente, diversos modelos in vivo tém sido utilizados para a caracterizacao
da atividade angiogénica e/ou antiangiogénica de compostos (NOWAK-SLIWINSKA
et al., 2019). Dentre eles, 0 ensaio em membrana corioalantoide de ovo embrionado
de galinha (MCA) tem sido bastante utilizado, uma vez que a MCA é altamente
vascularizada e transparente, o que facilita a observacéo de novos vasos formados.
Além disso, o custo do teste de angiogénese em MCA é baixo e o procedimento
experimental é relativamente simples, o que tem atraido a atencdo de muitos
pesquisadores (RIBATTI, 2010; RIBATTI et al., 2011).

Estudos demonstraram atividade angiogénica do osteosarcoma humano
derivado de células da linhagem SaSO2 (MANJUNATHAN; RAGUNATHAN, 2015),
assim como de células endoteliais do mieloma multiplo utilizando o ensaio MCA
(MANGIERI et al., 2008). Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
potencial angiogénico das células do TAE no modelo MCA, para sua validagcdo como

controle indutor de novos vasos sanguineos nesse ensaio biologico.

2| METODOLOGIA

2.1 Teste de angiogénese em membrana corioalantéide (MCA) de ovo embrio-
nado de galinha

O teste de angiogénese em MCA foi realizado de acordo com a metodologia
de CARNEIRO et al., 2016. Inicialmente, 40 ovos fertilizados de galinha (Gallus
domesticus) foram incubados a 37° C e 60 a 70% de umidade. No quinto dia de
incubagdo, uma abertura de 1cm de diametro foi feita na base maior de cada ovo para
expor a MCA, e, em seguida, retornamos os ovos a estufa. No 13° dia de incubacéo,
os ovos foram divididos em 4 grupos para os tratamentos, cada grupo contendo 10
ovos. Discos de papel filtro estéreis foram embebidos com o controle negativo (agua
destilada estéril), 30 pyg/uL do controle indutor (regederme®) e as solucbes teste
(células do TAE) nas concentracgdes celulares de 6x10°e 12x10°. Estes discos foram
colocados sobre o vaso mais calibroso das MCA, que permaneceram na estufa até o
16° dia de incubacéo. Nesse dia, as MCA foram fixadas em solucéo de formol a 3,7
% (v/v) por 5 minutos, cortadas cuidadosamente e mantidas em placas de Petri com
solucao de formol.
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2.2 Obtencao de imagens e da porcentagem de vascularizacao

Com o auxilio de uma camera de alta resolucdo foram obtidas imagens das
MCA. Posteriormente, as imagens foram recortadas com o auxilio do programa
Paint na dimenséo de 640x480 pixels para quantificacao da angiogénese utilizando
os programas Gimp for Windows (versao 2.8) e Image J (verséo 1.28). O nivel de
vascularizacdo € proporcional a quantidade de pixels selecionados no campo da
imagem capturada (MAGALHAES et al., 2017).

Com o auxilio do programa BioEstatas porcentagens de areas de vascularizacéo
das MCA foram comparadas por ANOVA, e posteriormente, teste de Tukey. Os
resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.

2.3 Analise histolégica

As membranas tratadas foram fixadas em solucdo de formol a 10% (v/v) e,
em seguida, embebidas em parafina. Com o auxilio de um micrétomo, os blocos de
parafina foram seccionados e laminas foram confeccionadas para a coloracdo com
corante hematoxilina-eosina (HE). Posteriormente, as laminas foram analisadas em
microscopio e, com uma camera digital acoplada, foram obtidas imagens (dimensdes
de 20X e 40X).

Diferentes parametros foram analisados nas MCA: integridade da membrana
corioalantoide, angiogénese, presenca de elementos inflamatérios e de fibroblastos.
Os resultados foram visualmente classificados de acordo com a intensidade
encontrada para cada parametro, e os dados foram transformados em variaveis
quantitativas de acordo com as seguintes pontuacdes: ausente (0), discreta (1),
moderada (2) e acentuada (3).

Para analise dos parametros histolégicos das MCA, todos os grupos tratados
foram comparados por ANOVA, e posteriormente, teste de Tukey. Os resultados
foram considerados significativos quando p < 0,05.

3 | RESULTADOS

Na figura 1 sdo apresentadas imagens das MCA tratadas com agua
(controle negativo), regederme® (controle indutor) e células tumorais de Ehrlich
nas concentracdes de 6x10° e 12x10°% além do grafico obtido da porcentagem
de vascularizacdo. E possivel observar que houve aumento significativo na
porcentagem de vascularizagdo das membranas tratadas com regederme® e das
duas concentracoes de células TAE quando comparadas com o controle negativo (p
< 0,05).
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Figura 1. Fotografias de diferentes membranas corioalantéides (MCA) ap6s 72 h de tratamentos
com H,O (controle negativo), regederme® (controle indutor) e células tumorais de Ehrlich
nas concentragoes de 6x10° (CT 1) e 12x10%(CT 2). O gréfico apresenta as médias das
porcentagens de vascularizagdo das MCA tratadas.* Houve diferenga significativa quando
comparado ao controle negativo (H,0).

Os resultados da analise histolégica das MCA estao apresentados na figura 2
e tabela 1. A figura 2 apresenta imagens da analise histoldégica das MCA tratadas
com agua (controle negativo), regederme® (controle indutor) e células tumorais de
Ehrlich nas concentragcbes de 6x10° e 12x10°.
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Figura 2. Fotografias de membranas corioalantéides (MCAs) coradas com hematoxilina-eosina
(HE) obtidas de diferentes tratamentos: agua (H,O), regederme® e células tumorais de Ehrlich
nas concentragdes de 6x10° (CT 1) e 12x10%(CT 2). Cinco MCA de cada grupo foram coradas
com HE e usadas para as analises histolégicas. As imagens foram obtidas utilizando um
aumento de 20X (a esquerda) e de 40X (a direita).
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Como pode ser observado na tabela 1, na analise histolégica os resultados
obtidos mostraram um aumento significativo dos parametros da angiogénese,
presenca de células inflamatérias e fibroblastos nos grupos tratados com ambas as
concentracdes de células tumorais de Erhlich (6x10°e 12x10°) quando comparadas ao
controle negativo (p <0,05). Ja para o controle indutor de angiogénese (regederme®)
houve aumento significativo apenas da angiogénese e dos elementos inflamatérios
em comparagao ao controle negativo (p < 0,05). Além disso, ndo houve aumento de
espessura de membranas em nenhum grupo de tratamento.

Tratamentos Angiogénese Presenca de Presenca de Espessura das
(pg/pL) células fibroblastos membranas
inflamatorias corioalantdides
H.0 1,2+04 04+05 06+05 08+08
Regederme 28+04"* 26+05" 1,4+05 1,0+0,0
CT1 22+04" 20+10" 20+£1,0" 1,4+09
CT2 26+05" 20+10" 22+08" 1,8+0,8

Tabela 1. Andlise histolégica em membrana corioalantéide de ovo embrionado de galinha
(MCA).

Médias + desvio padrao (DP) de parametros histolégicos classificados em escala 0-3 (obtidas de 5 membranas
em cada tratamento). CT 1: células tumorais de Ehrlich na concentragdo de 6x10°%; CT 2: células tumorais de
Ehrlich na concentragé@o de 12x10°. ANOVA, teste de Tukey. * Em comparagdo com a H,0 (p < 0,05).

41 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade angiogénica das células do
tumor ascitico de Ehrlich no ensaio MCA, a fim de validar o seu uso como um agente
indutor de angiogénese nesse modelo experimental.

Pelos resultados obtidos foi possivel observar que as células do TAE
apresentaram potente atividade angiogénica em ambas as concentra¢des testadas
(6x10° e 12x10°%) no modelo MCA. A andlise histolégica confirmou a atividade
angiogénica para ambas as concentracdes de células, além disso, houve significativo
aumento da inflamacao e do numero de fibroblastos. Sabe-se que o processo de
angiogénese é complexo e necessita de diversos fatores para o seu desenvolvimento,
dentre eles sdo conhecidos 0 aumento do numero de células inflamatérias e da
liberacdo dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) e do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (SOBOCINSKA; CZARNECKA; SZCZYLIK, 2016). Deste
modo, sugerimos que a indugdo de angiogénese pelas células do TAE no modelo
MCA tenha sido mediada pelo aumento de células inflamatérias e de fibroblastos,
que por sua vez liberam citocinas pro-angiogénicas.

O teste em MCA tem sido amplamente utilizado para avaliacdo da atividade
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angiogénica de células tumorais. Como exemplo, células de linhagem tumoral do
carcinoma de nasofaringe (CNF) foram inoculadas em MCA levando a formacéao
do tumor nas membranas. O tumor foi visualizado e avaliado em relagcdo ao seu
crescimento e invasao e retirado para posteriores andlises. A formacéo de rede
vascular em MCA foi avaliada e constatou-se significante atividade angiogénica do
CNF neste modelo experimental (XIAO et al., 2015). Células de osteosarcoma humano
da linhagem SaS0O2 também foram testadas com ensaios em MCA, e apresentaram
potente atividade angiogénica, levando a ruptura da camada ectodérmica da
membrana (MANJUNATHAN; RAGUNATHAN, 2015).

O modelo MCA também tem sido utilizado para avaliar o potencial anti-
angiogénico de compostos na presencade células tumorais indutoras de angiogénese.
LIU et al., 2011, por exemplo, demonstrou inibicdo da atividade angiogénica de
células de cancer de ovario pelo acacetin (5,7-di-hidroxi- 4’-metoxiflavona) utilizando
o ensaio MCA. Acacetin € um composto de flavona, que diminuiu a angiogénese em
ovo de galinha através da inibicao da expressao do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e do fator indutor de hipéxia — 1 alfa (HIF-1a), importantes fatores
na regulagcdo do crescimento do tumor e na angiogénese.

Atualmente, diversos estudos tém descrito o uso do tumor de Ehrlich em
modelos experimentais para avaliacdo de atividade antitumoral de compostos, por
ser ele pratico e transponivel (NASCIMENTO et al., 2006; SILVA; SANTOS; CASSALI,
2006). Como exemplo, comprovou-se atividade antitumoral da zedlita clinoptilolita
sintética (comercial) em modelo in vivo de tumor ascitico de Ehrlich (FERREIRA,
2015). Esse tumor também foi utilizado em estudo que comprovou inibicdo tumoral
em camundongos Swiss pelo hormdnio melatonina (produzido na glandula pineal) e
inducao pelo estrogeno (PEREIRA, 2013). Em avaliacéo do extrato bruto de Euphorbia
tirucalli no tumor ascitico de Ehrlich, observou-se, mesmo que sem significancia
estatistica, a diminuicao do numero de células tumorais e do volume total do tumor
quando tratado com 125 mg/kg do extrato (SANTOS et al., 2016).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a reportar o uso das
células do tumor ascitico de Ehrlich como agente indutor de angiogénese no modelo
MCA (MAGALHAES et al., 2017; MELLO-ANDRADE et al., 2017). Nesses estudos,
nds utilizamos as células do TAE na concentragcdo de 6x10° em co-tratamento com
complexos de ruténio a fim de avaliarmos a atividade antitumoral dessas drogas via
inibicdo da angiogénese.

Portanto, pelos resultados obtidos no presente estudo podemos concluir
que o uso das células do TAE nas concentracdes testadas é ideal para induzir a
angiogénese no modelo MCA.
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51 CONCLUSAO

No presente estudo, os resultados obtidos mostraram que as células do tumor
ascitico de Ehrlich foram capazes de induzir inflamacé&o e aumentar significativamente
a angiogénese em MCA do ovo embrionado de galinha. Deste modo, conclui-se
que essas células podem ser utilizadas como um controle indutor de angiogénese
nos ensaios MCA, podendo ser util na investigacdo de substancias potencialmente
antiangiogénicas.
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