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RESUMO

O céncer é um importante problema de saide publica e o nimero de casos vem
aumentando de forma consideravel em todo 0 mundo. Os tumores sdo formados por conta das
células que sofrem alteracOes neoplésicas e se proliferam excessivamente, podendo comprimir
ou invadir estruturas normais adjacentes. Alguns autores relatam a eficcia da investigacéo da
expressdo do Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA), por ser este marcador um
indicador util do comportamento bioldgico de alguns tumores, sendo comparavel, ou até
mesmo superior, aos resultados obtidos em métodos tradicionais. O objetivo deste trabalho foi
investigar a expressdo do Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) em tumor de
Ehrlich transplantado em camundongos frente o uso de droga inibitéria ndo seletiva de
cicloxigenases, sendo utilizadas amostras de material biopsiado fixado em formalina e
posteriormente mantido em etanol a 70% e emblocado em parafina histol6gica, quantificadas
pela técnica de imuno-histoquimica através da aplicacdo de anticorpos primarios e
secundarios e comparados estatisticamente pelo teste “t” de student. Como o valor de p foi
menor ao nivel de significAncia (0,05), evidenciou-se diferenca estatisticamente significante
no numero de células marcadas pela expressdo do PCNA entre os dois grupos estudados,
concluindo, entéo, que este pode ser considerado um bom marcador de estudo de proliferacéo
celular, principalmente quando se avalia o desenvolvimento tumoral tratado com drogas anti-
inflamatorias, auxiliando em um prognostico confidvel e eficaz na investigacdo da expressdo
desse antigeno em células neoplasicas.

Palavras-chave: PCNA. Proliferacdo celular. Tumor de Ehrlich. Anti-inflamat6rio néo

seletivo.



ABSTRACT

Cancer is a major public health problem and the number of cases is increasing
considerably worldwide. Tumors are formed on account of cells that undergo neoplastic
changes and proliferate excessively and may compress or invade adjacent normal structures.
Some authors report the effectiveness of the investigation of Nuclear Cell Proliferation
Antigen (PCNA) expression, as this marker is a useful indicator of the biological behavior of
some tumors, being comparable or even superior to the results obtained in traditional
methods. The objective of this work is to investigate the expression of Cell Proliferation
Nuclear Antigen (PCNA) in mouse transplanted Ehrlich tumor against the use of a non-
selective cyclooxygenase inhibitory drug, using formalin-fixed biopsy samples and
subsequently kept in ethanol at 70% and embedded in histological paraffin, quantified by
immunohistochemistry using primary and secondary antibodies and statistically compared by
Student's t-test. As p value was lower at the significance level (0,05), there was a statistically
significant difference in the number of cells marked by PCNA expression between the two
groups, concluding that it can be considered a good marker of cell proliferation study,
especially when evaluating tumor development treated with anti-inflammatory drugs, helping
in a reliable and effective prognosis in the investigation of the expression of this antigen in
neoplastic cells.

Keyword: PCNA. Cell proliferation. Ehrlich tumor. Non-selective anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

O céancer é um importante problema de saude puablica e 0 nimero de casos vem
aumentando de forma consideravel em todo o mundo (GUERRA et al., 2005). Segundo dados
da Organizacdo Pari-Mundial da Saude/OMS (2018), o céncer € a segunda principal causa de
morte no mundo e foi responsavel por 9,6 milhGes de mortes em 2018. A nivel global, uma
em cada seis mortes sdo relacionadas & doenca.

Os tumores sdo formados por conta das células que sofrem alteracdes neoplésicas e se
proliferam excessivamente, podendo comprimir ou invadir estruturas normais adjacentes
(OLIVEIRA; ALVES, 2002).

A utilizacdo de técnicas imuno-histoquimicas, usando marcadores biol6gicos de
proliferacdo celular, aplicados a analise histopatoldgica, permite a compreensdo das alteracdes
morfo-funcionais que ocorrem no processo de transformacdo neoplésica. Estas técnicas
aliadas aos dados clinicos e histopatoldgicos fornecem informagBes Uteis sobre o
comportamento bioldgico e possivel prognéstico das neoplasias, além de auxiliar no
estabelecimento de terapias a serem aplicadas.

Segundo ARISAWA et al. (1999), a proliferagdo celular pode ser definida como o
aumento do nimero de células resultante da complementacéo do ciclo celular, que ocorre em
quatro fases distintas: o periodo antes da sintese de DNA (G1), a fase de sintese de DNA (S),
0 periodo apds a replicagdo do DNA (G2) e a fase mitdtica (M) que culmina na diviséo
celular. A atividade proliferativa de qualquer tecido, ou neoplasia, pode ser determinada pela
sua taxa de crescimento e o tempo que estas levam para completar este ciclo.

Alguns autores relatam a eficdcia da investigacdo da expressdo do Antigeno Nuclear
de Proliferacdo Celular (PCNA), por ser este marcador um indicador Gtil do comportamento
bioldgico de alguns tumores, sendo comparavel, ou até mesmo superior, aos resultados
obtidos em métodos tradicionais. A concentracdo do PCNA é varidvel durante as etapas do
ciclo celular, sendo maior na fase G1 tardia, com pico na fase G1/S, estando praticamente
ausente nas fases G2 e M (ARISAWA, 1999).

1.1 NEOPLASIA

Crescimento e diferenciagdo séo caracteristicas fundamentais dos seres vivos ndo so

para a formag&o da estrutura do organismo, como também para a manutencéo da sua forma e



composic¢do. Quando essas propriedades se encontram alteradas (autonomia na proliferagdo e
diferenciacdo celular), podemos estar diante de uma neoplasia (GUIDUGLI-NETO, 1997).

Neoplasia pode ser definida como um distdrbio do crescimento celular que é
desencadeado por uma série de mutaces adquiridas que afetam uma Unica célula e sua
patogénie clonal. As mutagbes fornecem para as células neoplasicas uma vantagem de
sobrevivéncia e de crescimento, resultando em proliferacdo excessiva que é independente de
sinais fisioldgicos de crescimento (ROBBINS; COTRAN, 2016).

O principal determinante do crescimento tumoral € o fato de que ocorre maior
producdo do que morte de células em um determinado periodo de tempo. Apenas o tempo de
divisdo ndo se responsabiliza pelo aumento do tumor, pois as células tumorais ndo se dividem
necessariamente com maior rapidez do que as células normais (DINTZIZ; HANSEL, 2007).

Os tumores podem ser classificados como benigno ou malignos. Tumores benignos se
assemelham ao seu tecido de origem e ndo penetram as bordas de tecidos adjacentes nem se
disseminam para sitio distantes, enquanto que tumores malignos podem se diferenciar do
tecido de origem (morfoldgica e funcionalmente), podem invadir e destruir as estruturas
adjacentes e se disseminam para éareas distantes (metastizam), podendo levar a morte
(DINTZIZ; HANSEL, 2007; ROBBINS; COTRAN, 2016).

1.2 RESPOSTA INFLAMATORIA AS DOENCAS

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatoria, um
processo bioldgico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma
diversidade de substancias soluveis a fim de eliminar os agentes agressores. (CRUVINEL et
al., 2010). Compreende basicamente dois mecanismos de defesa: uma resposta inespecifica
(resposta inata) e uma resposta imunoldgica, ou adaptativa (COUTINHO, 2009).

A imunidade inata representa uma resposta rapida e limitada a um nimero grande de
estimulos e é representada por barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, células especializadas e
moléculas solUveis, independentemente de contato prévio com imundgenos ou agentes
agressores. As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macrdfagos, neutrofilos,
células dendriticas e células Natural Killer (NK). J& a resposta imune adaptativa depende da
ativacéo de células especializadas, os linfdcitos, e das moléculas soliveis por eles produzidas
e suas principais caracteristicas sdo: especificidade e diversidade de reconhecimento,
memoria, especializacdo de resposta, autolimitacdo e tolerdncia a componentes do proprio

organismo.
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A reacdo inflamatéria aguda é caracterizada por uma seérie de eventos inter-
relacionados, entre os quais aumento no fluxo sanguineo e permeabilidade vascular na regido
afetada, exsudacdo de fluido (edema), dor localizada, migragdo e acimulo de leucdcitos
inflamatorios dos vasos sanguineos para dentro do tecido, formacéo de tecido de granulacéo e
reparo tecidual (LIMA et al., 2007).

Existem substancias envolvidas no processo inflamatdrio como as prostaglandinas,
modulador pro-inflamatério derivado do metabolismo do &cido araquidénico que, sob
estimulos de patdgenos e citocinas, sdo translocadas para o citoplasma das células por
fosfolipases A,. O 4cido araquiddnico quando liberado, sdo convertidos pelas cicloxigenases
(COXs) em prostaglandinas. Ha duas isoformas de cicloxigenases, a COX-1, presente
constitutivamente em varios tipos de células; e a COX-2 que estd ausente nas condicOes
basais, mas é induzida por varios estimulos como citocinas produzidas por leucécitos em

resposta a danos, infec¢des bacterianas e outros fatores (PUTTINI, 2006).

1.3 RESPOSTA INFLAMATORIA AS NEOPLASIAS

O reconhecimento tumoral pelo sistema imunoldgico pode se processar de maneira
distintas e complementares. Elementos da imunidade inata e da imunidade adaptativa
contribuem na montagem da resposta imune contra tumores.

Os macrofagos (imunidade inata) sdo encontrados frequentemente em microambientes
tumorais e, quando num contexto apropriado, podem secretar citocinas com atividade
tumoricida, como TFN-a. A secre¢d0 de TNF-a induz morte por apoptose (desencadeada por
ativagéo do receptor de TNF-a), frequentemente seguido de fagocitose ¢ subsequente criagdo
de ambiente anti-inflamatério. Porém, estudos relatam que o infiltrado de macr6fagos em
tumores esta associado antes a uma aceleragdo da progressdo dos tumores do que realmente
sua contencdo.

O reconhecimento e lise das células por células NK também representa resposta
importante da imunidade inata contra tumores. Neste caso, receptores das células NK
reconhecem antigenos da célula tumoral, liberando seus granulos intracelulares enriquecidos
em perforinas, dando inicio a lise celular. A expulsdo de perforinas das células NK e sua
insercdo na membrana da célula tumoral esta associada a morte da célula alvo.

Entre os efetores da resposta imune adaptativa encontram-se os linfécitos B e
linfécitos T. Na maioria das imunizacdes contra o cancer tem se considerado como objetivo

final a geracdo de linfocitos T antigenos-especificos. Neste contexto, as células
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apresentadoras de antigenos (APC) ocupa uma posi¢do central podendo capturar antigenos
tumorais, processa-los e apresenta-los em um contexto MHC | ou MHC I, estimulando assim
subpopulacbes de linfocitos CD4+ e CD8+ que atariam montando uma resposta efetora
especifica que resultaria na geracdo de linfocitos T citotoxicos que induziriam a morte das
células tumorais.

Linfocitos B participariam da resposta imune (adaptativa) contra tumores produzindo
anticorpos especificos contra antigenos tumorais. Esses anticorpos se ligariam aos antigenos
especificos das células tumorais facilitando seu reconhecimento e destruicéo pelas células NK
ou fagocitose por macréfagos (opsonizagdo), ou ainda ativando a via do complemento,
levando a lise tumoral (CHAMMAS et al., 2009)

1.4 MODULACAO DA INFLAMACAO POR DROGAS INIBITORIAS DE
CICLOXIGENASES

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINE) estdo entre as drogas mais prescritas e
usadas no mundo e exercem suas acbes principalmente através da inibicdo das
ciclooxigenases (COX), reduzindo a biossintese de prostaglandinas fisiologicas e
fisiopatologicas (CARVALHO, 2004; LAGES et al., 1998).

A inibicdo da COX-1 por AINE convencionais acarretaria alguns dos efeitos adversos,
como gastropatia e nefropatia. Os inibidores seletivos de COX-2 potencialmente
representariam vantagem em relagdo aos AINE ndo seletivos, pois permaneceria a atividade
anti-inflamatdria, sem o aparecimento dos efeitos adversos consequentes a inibigdo
enzimatica nao seletiva (VANNMACHER; BREDEMEIER, 2004).

A indometacina, utilizada neste estudo como modulador inflamatdrio, pertence a
classe de medicamentos chamados de inibidores da sintese de prostaglandinas (AINES),

inibindo tanto a COX-1 como a COX-2 (n&o seletivo).

1.5 0 TUMOR DE EHRLICH COMO MODELO EXPERIMENTAL EM NEOPLASIA

O tumor de Ehrlich € um tipo de tumor transplantvel utilizado para avaliagdes
experimentais, originario de células epiteliais de carcinoma mamério de ratas que cresce na
forma solida quando implantado por via subcutanea e na forma ascética ao ser inoculado por
via intraperitoneal (VERCOSA JUNIOR et al., 2006; VERCOSA et al, 2004). A vantagem do

uso das neoplasias transplantaveis, em comparacdo as demais, recai sobre o conhecimento
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prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das células tumorais a serem inoculadas e o
desenvolvimento rapido da neoplasia que restringe o tempo de estudo (SOUZA et al., 2013).
O tumor de Ehrlich é amplamente utilizado como modelo tumoral experimental
devido a sua semelhanca com tumores epiteliais indiferenciados humanos (OLENEVA, 2019,
tradugdo nossa).
Pesquisas utilizando o modelo experimental murino foram considerados um bom
modelo experimental porque as mamas das ratas sofrem as mesmas modificagdes

morfoldgicas e cinéticas que as humanas (SOUZA et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a expressdo do Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) em tumor
de Ehrlich transplantado em camundongos frente o uso de droga inibitdria ndo seletiva de

cicloxigenases.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a) Avaliar a eficAcia do PCNA como marcador de estudo e acompanhamento do
desenvolvimento celular no tumor de Ehrlich comparando dois grupos: tratados e ndo
tratados com AINE;

b) Investigar se o uso de drogas anti-inflamatérias influencia no processo de
proliferacdo celular tumoral e, consequentemente, a relagdo da expressdo do PCNA

com a inibigdo da COX-2.
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3JUSTIFICATIVA

A determinagdo da atividade proliferativa em tumores pode fornecer informagdes
importantes para a formulagdo de um prognostico confidvel, identificando, por meio de
marcacOes histo e imuno-histoquimicas, a fracdo de células em proliferagdo. O antigeno
nuclear de proliferagdo celular (PCNA) é uma proteina necessaria a sintese e reparo de DNA,
apresentando seu pico maximo atingido na fase S do ciclo celular (STREFEZZI et al., 2010).
Como o PCNA foi descrito como marcador de atividade proliferativa, é possivel correlacionar
sua marcacdo com a evolucéo, resposta ao tratamento ou até mesmo recidiva desses tumores
(NETO et al., 2001; BARRQOS, 2006).

Estudos j& revelaram a expressdo das enzimas Cicloxigenases (COX) em diversos
tecidos, sendo a COX-I encontrada em quase todos os tecidos de forma fisioldgica, enquanto
a COX-II se revela por indugdo de processos patoldgicos. Como é observado a expressdo da
enzima COX-Il em tumores e a presenca de um intenso processo inflamatério devido a sintese
de prostaglandinas, a investigagdo do PCNA pode auxiliar no melhor entendimento da sua
progressao, bem como a correlagdo de niveis aumentados de COX-Il com a atividade
proliferativa celular (MACHADO et al., 2014; COSTA, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Foram utilizadas neste estudo amostras de material biopsiado fixado em formalina e
posteriormente mantido em etanol a 70% e emblocado em parafina histolégica, em estudo
anterior desenvolvido sob orientagéo da Prof.2 Dra. Dulce Constantino.

Foram inoculados com o tumor s6lido de Ehrlich, por via subcutanea 20 camundongos
suicos, machos, com 2 meses de idade. Os animais foram divididos em dois grupos com 10
animais cada e tratados com solucdo fisiologica, por via ip, 1x ao dia ou com indometacina,
2mg/kg de peso animal, 1x ao dia. O periodo de tratamento dos dois grupos foi de 21 dias no
total.

No presente estudo, foram utilizadas 5 amostras de cada grupo (Controle e Tratado),

totalizando 10 amostras.

4.2 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO PARA ANALISE MICROSCOPICA

4.2.1 Desidratacéo e diafanizacdo material

Apos a fixagdo, o excesso de fixador foi removido por lavagem em &gua corrente por
um periodo de 30 min a 1h; posteriormente os tecidos foram passados em solug¢Bes alcodlicas
de concentragdes crescentes, até o &lcool absoluto, onde a agua foi totalmente removida. Séo
seis banhos sucessivos de 1h cada, nas seguintes solugdes: alcool 70, 80, 90%, alcool absoluto
I, 11 e I11. Para diafanizacéo, os tecidos foram colocados em xilol, trés banhos sucessivos de

1h cada nas seguintes solugdes: xilol I, 11 e I11.

4.2.2 Infiltragéo e inclusédo em parafina

O material foi transferido do agente diafanizador para a parafina derretida (56 e 58°).
Para infiltracdo do material por parafina usou-se dois banhos sucessivos de 1h cada nas
solucdes parafina | e parafina 1. Com auxilio de pinga aquecida, foi realizada a inclusdo dos
tecidos em parafina. Depois da inclusdo, as formas foram resfriadas no freezer para obtengéo

de blocos para microtomia.
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4.2.3 Microtomia e montagem dos cortes em lamina

Os blocos foram posicionados no microtomo e foram realizados cortes de 5u de
espessura,  posteriormente transferidos para um banho-maria histolégico para
desparafinizagéo.
4.2.4 Montagem das Laminas

Os cortes foram transferidos para as laminas revestidas com albumina, que tem
propriedades adesivas e propicia uma melhor fixacdo do corte na ldamina. As laminas foram
levadas para uma estufa a 55°C, para a secagem da agua e coagulacéo do filme adesivo.

4.2.5 Desparafinizacéo e rehidratacéo

Antes de corar os cortes, a parafina residual foi removida. Para tanto foi empregado

xilol como solvente. As laminas passaram por banhos sucessivos de 3 min cada nas seguintes

solucdes: xilol I, Il e 1. Em seguida os tecidos foram reidratados por banhos sucessivos de 3
min cada nas seguintes solu¢des: alcool absoluto I, 1l e 11, alcool 90%, 80%, 70% e agua
destilada.

4.2.6 Coloragéo por hematoxilina e eosina

Sequéncia de coloragdo: hematoxilina (15 min) — alcool cloridrico 1% (trés
mergulhos) — agua corrente (até ficar violeta) — eosina (2,5 min) — agua acética 1% (trés
mergulhos). O material foi desidratado em alcool em banhos sucessivos de 3 min cada nas
seguintes solugdes: alcool 70, 80, 90%, alcool absoluto I, Il e 111. Posteriormente foi realizada
a clarificacéo do tecido com xilol em banhos sucessivos de 3 min cada nas seguintes solugdes:
Xilol I, 1T e HI.

4.2.7 Montagem dos cortes entre lamina e laminula

Sobre o material foi colocado 100uL de meio de montagem permont e depositado uma

laminula. O material foi entdo avaliado por microscopia dptica de luz.
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4.3ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO PARA QUANTIFICACAO DO PCNA

A avaliacdo do Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) foi feita pela técnica
de imuno-histoquimica. Para tanto, as laminas histolégicas da pele dos ratos foram
desparafinizadas usando xilol e hidratadas pela aplicacdo de alcool absoluto. A recuperacdo
antigénica foi realizada com tampao citrato (pH 6.0). A peroxidase endégena foi bloqueada
com peroxido de hidrogénio, enquanto que foi usado leite em p6 dissolvido em PBS para o
bloqueio das proteinas restantes.

Foram aplicados anticorpos primarios e secundarios, com diferenca de 24 horas entre as
incubacdes. O cromégeno DAB (Diaminobenzidina) foi usado na revelacdo e a Hematoxilina
de Carazzi para corar as laminas histoldgicas.

4.5 QUANTIFICAGAO DO PCNA

Foram fotomicrografados, com aumento de 400X, cinco campos diferentes de cada
uma das 10 amostras utilizadas (sendo 5 amostras Controle e 5 amostras Tratadas, totalizando
50 campos), onde as células que apresentaram expressao do PCNA (coradas em marrom)
foram quantificadas através do programa Image Pré Plus, como observado na Figura 1.

Ap6s marcacdo manual das células (marcacdo green star), o programa liberou o
nimero de células contadas em cada campo em uma tabela do Excel.

Figura 1 - Fotomicrografia das células marcadas pela expressio do PCNA (aumento de

400X), onde: “A” apresenta as células antes de serem quantificadas e “B”, as

células ja marcadas manualmente

Fonte: elaborado pela autora.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Na comparacdo da varidvel de estudo foi empregado o Test “t” de student pelo Excel,

considerando o nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apo6s aplicacdo da técnica de imuno-histoquimica e montagem das laminas, foi
possivel observar em microscépio (aumento de 400X) as células marcadas com coloracéo
marrom, representando a expressdo o PCNA nessas células, tanto no grupo Controle como no
grupo Tratado, como pode ser observado na Figura 2 (cada imagem representa 1 dos 5

campos analisados em cada amostra).



Figura 2 - Fotomicrografias das ldminas montadas, onde: de A a E sdo campos do
grupo Controle e de F a J sdo campos do grupo Tratado

",

. g e T - 2 .
: .IF o ‘-u‘;‘\.{‘.—#' >, e —~

Fonte: elaborado pela autora.
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A partir das imagens obtidas, as células marcadas foram quantificadas (Tabela 2) e os

resultados foram comparados entre os dois grupos.

Tabela 1 - Contagem de células marcadas pela expressdo do Antigeno Nuclear de Proliferacdo
Celular em grupos Controle e Tratado

Grupo Controle Nimero de células Grupo Tratado NUimero de células
contadas contadas

Cl1C1* 104 T1C1** 63
Cci1c2 88 TiC2 62
C1C3 71 T1C3 111
ClC4 99 T1C4 61
C1C5 92 T1C5 51
Cc2C1 99 T2C1 74
c2c2 85 T2C2 130
C2C3 76 T2C3 123
C2C4 78 T2C4 102
C2C5 88 T2C5 75
C3C1 58 T3C1 66
C3C2 69 T3C2 53
C3C3 92 T3C3 41
C3C4 68 T3C4 41
C3C5 91 T3C5 54
C4c1 114 T4C1 78
C4c2 116 T4C2 81
C4C3 109 T4C3 34
C4C4 97 T4C4 57
C4C5 106 T4C5 52
C5C1 152 T5C1 71
C5C2 113 T5C2 80
C5C3 108 T5C3 63
C5C4 87 T5C4 57
C5C5 90 T5C5 73
Média 94 70,12

Fonte: elaborado pela autora
*Controle 1 Campo 1
**Tratado 1 Campo 1
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Os resultados analisados estaticamente atraves do teste T de student demostrou valor
de p menor ao nivel de significancia (0,05), rejeitando-se a hipdtese nula, ou seja, evidenciou-
se diferenca estatisticamente significante no nimero de células marcadas pela expresséo do
PCNA entre os dois grupos estudados.

Como os anti-inflamatorios ndo esteridais (AINE) tém um efeito anti-inflamatério
por se ligarem & isoforma das enzimas ciclooxigenase (COX), eles podem atuar no
desenvolvimento do céncer através da COX, sendo uma opgdo terapéutica e/ou
quimiopreventiva.

Alguns estudos indicam que o uso de inibidores da COX é uma das principais
formas de terapia no tratamento de tumores humanos in vitro e in vivo, proporcionando
inibicdo das respostas vasculares e inflamag&o celular, tornando-se um alvo potencial na
prevencao e tratamento do cancer.

Neste estudo, foram usados pardmetros morfolégicos para demonstrar a atividade
antiproliferativa do AINE utilizado. A expressdo imuno-histoquimica do PCNA tem sido
muito estudada e esta associada a divisao celular, detectando o nimero de células que estdo
em ciclo de proliferagéo (predominantemente nas fases G1 e S).

Como os resultados demonstraram uma diminui¢cdo na expressdo de PCNA em
animais tratados quando comparado com o grupo controle, esse pode ser considerado um
mecanismo viavel através do qual esse agente quimioterapico controlou a proliferagdo do
tumor de Ehrlich e consequentemente o desenvolvimento do tumor (SOUZA et al., 2014,
traducdo nossa), ja que uma das mais importantes caracteristicas da transformacéo neopléasica
é a perda do controle do ciclo celular, o que possibilita sua expansdo clonal (SILVA;
SANTOS; CASSALL, 2006).

O tumor murino de Ehrlich, por ser um tumor experimental muito utilizado em
pesquisa basica, guarda muitas semelhangas com tumores altamente anaplésicos de ocorréncia
na espécie humana, como 0s adenocarcinomas mamarios e carcinomas transicionais da bexiga
(NETO et al, 2001). O antigeno PCNA tem expressdo elevada associada & agressividade
tumoral em tumores humanos (ref), e em nosso estudo demonstramos que h& associacéo entre
os niveis de COX-2, a expressdo PCNA e, portanto, com a agressividade tumoral.

Embora o tratamento ndo tenha sido efetivo na eliminacdo do tumor, pode-se
observar beneficio em sua reducéo. Estudos adicionais seriam necessarios para verificar se o
tratamento de animais portadores do tumor de Ehrlich apresentam aumento na taxa de
sobrevida e a qualidade da mesma, uma vez que a andlise neste estudo foi pontual, com o

objetivo principal de verificar se havia relacdo PCNA com a inibigdo COX-2.
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6 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos e comparados com estudos de outros autores,
concluimos que o antigeno PCNA pode ser correlacionado com a inibicdo da COX-2 através
uso de anti-inflamatdrio ndo esteroidais devido a diminuigéo significativa da sua expressdo
nas celulas tumorais, quando comparadas ao grupo controle (ndo tratado), podendo ser
considerado um bom marcador de estudo de proliferagdo celular, auxiliando em um

prognostico mais confidvel e preciso na investigacdo do desenvolvimento de tumores.
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