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RESUMO - Racional: A cicatrizagdo é fendbmeno bioldgico inato, e a carcinogénese adquirido,

mas com elementos humorais e celulares comuns. A carcinogénese interfere de forma negativa
na cicatrizacdo. Objetivo: Avaliar as modificacdes histologicas nas cicatrizes laparotomicas de
camundongos Balb/c sadios como controles, e com a neoplasia de Ehrlich, em suas diferentes
formas de apresentagdo. Métodos: Foram utilizados 54 camundongos, divididos em trés grupos
de 18 animais cada um. O primeiro era controle; o segundo com a neoplasia de Ehrlich em
sua forma ascitica; e o terceiro na forma subcutanea. Sete dias apés a inoculagdo do tumor,
todos os 54 camundongos foram submetidos a laparotomia e reoperados no sétimo dia de pos-
operatorio, com resseccdo da cicatriz e posterior eutanasia. As cicatrizes foram encaminhadas
para estudo histolégico com técnicas imunoistoquimicas para avaliar Cox-2 (ciclo-oxigenase 2),
VEGEF (fator de crescimento do endotélio vascular) e FGF (fator de crescimento dos fibroblastos)
e analisadas de forma semiquantitativana tanto na cicatriz laparotdmica como na parede
abdominal mais distante do local operado. Resultados: Avaliando o peso, observou-se a correta
inoculagdo do tumor e o aumento de peso no grupo com a neoplasia na modalidade ascitica. Os
estudos histolégicos mostraram que os grupos com a neoplasia apresentaram maior presenga
da Cox-2 em relacdo ao controle, estatisticamente significante. No estudo da Cox-2 da parede
abdominal foi o local em que o grupo ascitico apresentou a diferenca mais expressiva. O VEGF
ndo apresentou diferencas significantes entre os trés grupos, independentemente do local
estudado. O FGF teve aumento significante nos animais com neoplasia. Conclusdo: Os achados
histoldgicos encontrados tanto na cicatriz das laparotomias quanto na parede abdominal
mostraram que com a neoplasia de Ehrlich houve resposta inflamatéria exacerbada, traduzida
por expressdo mais intensa da Cox-2 e maior proliferacdo fibroblastica, traduzida por expressao
mais intensa do FGF, ou seja, estimulou tanto as rea¢des inflamatorias imediatas, observadas nas
reacoes da Cox-2, como nas cicatriciais tardias com os fibroblastos e o FGF.

ABSTRACT - Background: Healing is an innate biological phenomenon, and carcinogenesis

acquired, but with common humoral and cellular elements. Carcinogenesis interferes
negatively in healing. Aim: To evaluate the histological changes in laparotomy scars of healthy
Balb/c mice and with an Ehrlich tumor in its various forms of presentation. Methods: Fifty-four
mice were divided into three groups of 18 animals. First group was the control; the second
had Ehrlich tumor with ascites; and the third had the subcutaneous form of this tumor. Seven
days after tumor inoculation, all 54 mice were submitted to laparotomy. All of the animals in
the experiment were operated on again on 7% day after surgery, with resection of the scar
and subsequent euthanasia of the animal. The scars were sent for histological assessment
using immunohistochemical techniques to evaluate Cox-2 (cyclooxygenase 2), VEGF (vascular
endothelial growth factor) and FGF (fibroblast growth factor). Semi-quantitatively analysis was
done in the laparotomy scars and in the abdominal walls far away from the site of the operation.
Results: Assessing the weight of the animals, the correct inoculation of the tumor and weight
gain in the group with tumoral ascites was observed. The histological studies showed that
groups with the tumor showed a statistically significant higher presence of Cox-2 compared
to the control. In the Cox-2 analysis of the abdominal wall, the ascites group showed the
most significant difference. VEGF did not present any significant differences between the three
groups, regardless of the site. The FGF showed a significant increase in animals with the tumor.
Conclusion: Histological findings in both laparotomy scar and the abdominal wall showed that
with Ehrlich’s neoplasia there was an exacerbated inflammatory response, translated by more
intense expression of Cox-2 and greater fibroblast proliferation, translated by more intense
expression of FGF, that is, it stimulated both the immediate inflammatory reactions, observed
with Cox-2 reactions, and late scarring by fibroblasts and FGF.
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INTRODUCAO

organismo de reparar os tecidos apés inflamacdo®*,

e também na substituicdo de células lesadas
e mortas. Ela mostra-se como um fendémeno reparador?,
ocorrendo em todas as feridas, procurando restituir aintegridade
do tecido de forma ordenada e similar. Apresenta pequenas
modificagbes, dependendo do local, do tecido da ferida, e do
agente causador®413,

Estudos descrevem cinco fases na cicatrizacdo, iniciando-
se com a inflamatéria aguda, proliferacao celular, formagao de
tecido conjuntivo, contracdo e remodelacéo final da ferida. Estas
fases misturam-se e ndo sdo individualizadas, ocorrendo juntas
e sobrepostas. Outros autores citam quatro fases: limpeza,
tecido de granulacdo, reepitelizacdo e retracdo®®°.

O tecido de granulagdo é um novo tecido que cresce e
preenche o defeito da ferida. Mostra proliferagao de fibroblastos
e capilares. Os capilares brotam das células endoteliais. A
angiogénese mostra-se semelhante na granulagao das feridas
e na criagdo de um estroma para as células neoplésicas no
crescimento das neoplasias malignas?.

No processo de cicatrizagdo varios mediadores sdo
sintetizados na regido lesada, os quais modulam a cascata
inflamatdria na fase inicial do processo de reparo da lesdo e na
formacdo da cicatriz definitiva’. Destes, a Cox 2 e as citocinas
pro-inflamatérias - interleucinas, fatores de crescimento e de
necrose tumoral - sdo fundamentais para a proliferagdo celular
e na sintese da matriz extracelular. As citocinas, agindo em
ferimentos e neoplasias malignas, podem reduzir a expressdo do
p53, regulador da replicacdo celular™®23', O fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) reduzido diminui a expressdo e a
sintese proteica, a deposicdo do coldgeno, piorando a cicatrizacéo.
Pesquisas mostram que com a introdu¢do do VEGF no tecido
celular de animais houve aumento local da vascularizagdo?>,
Varios estudos com tumores sélidos demonstraram aimportancia
do VEGF na angiogénese desses tumores'. Da reacao inflamatéria
dependem a formacgdo da matriz extracelular e a deposicao
do coladgeno'. Na fase de proliferacdo celular e formacdo do
tecido conjuntivo, a cicatrizacdo tem aspectos semelhantes
aos observados em algumas neoplasias.

O objetivo deste trabalho foi estudar comparativamente
as alteracdes histoldgicas nas cicatrizes de laparotomias em
camundongos sadios e com a neoplasia de Ehrlich em suas
diferentes formas de apresentacao.

Define—se cicatrizacdo como a capacidade do

METODOS

O experimento obedeceu os principios éticos de experimentos
com animais, Lei n. 1179,4 de 08 de outubro de 2008, e foi
aprovado pelo Comité de Etica da Unifesp sob nimero 2009/09.

Desenho do estudo

Foram estudados trés grupos com 18 animais cada: grupo
controle (C); grupo com introducédo de célula do tumor de
Ehrlich no peritonio®'22 (A); e grupo onde a mesma célula era
introduzida no tecido celular subcutéaneo da coxa esquerda (D).
A introducéo da célula maligna nos dois modelos propostos
foirealizada conforme trabalho original desenvolvido em 1896
e publicado em 1906 por Paul Ehrlich®, e seguida em outros
modelos de pesquisa®'22, Utilizou-se camundongos fémeas Balb
C com nove semanas, 20 g, mantidas no biotério em gaiolas
individuais, em temperatura constante entre 20-24°C, 12 h no
ciclo dia/noite, e umidade de 50-60%. Os animais eram avaliados
diariamente e pesados em quatro momentos do experimento.
Sete dias apds a introdugdo da célula tumoral ou de acido
tampao salino no grupo controle, todos os 54 animais foram
submetidos a laparotomia mediana. Apés uma semana eram
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novamente operados com a resseccao da parede abdominal
anterior, incluindo a cicatriz cirdrgica. Todos os espécimes eram
enviados para estudo histoldgico.

Inoculacdo de células neoplasicas

As células neoplasicas com 92% de viabilidade celular
(contadas na cdmara de Neubauer) foram fornecidas pela Escola
Veterinaria da Universidade. A solucéo (0,4 ml) foi injetada no
peritonio (no quadrante inferior esquerdo do abdome) ou na
camada subcutanea da coxa esquerda (perna traseira) dos
ratos (lateral externa regional).

Procedimento ciriirgico, cuidados pos-operatorios e eutanasia

A anestesia por via intramuscular foi feita com xylasina
e ketaminana dose de 50 mg/kg, ambas. Todos os animais
foram submetidos a laparotomia mediana com inspecdo do
contetudo abdominal, sem esvaziamento da ascite, observada
no grupo A. A parede abdominal era fechada em dois planos
com pontos separados de mononylon 5-0 com 0,6 cm aparte
um do outro aproximadamente. O primeiro plano envolveu a
parede - peritdnio, a aponeurose e os musculos. Oo segundo,
o tecido subcutaneo e a pele. Foi utilizado como analgésico
o cloridrato de tramadol 1 mg/kg de 12/12 h por trés dias no
pos-operatério imediato, adicionado na agua dos animais®.
Os animais foram colocados de volta em suas gaiolas 30 min
apos a operacao. A ferida cirdrgica foi mantida exposta, sem
curativos.

Sete dias ap0s a primeira operacdo, os animais foram
mortos com dosagens quadruplicadas dos farmacos utilizados na
anestesia. A cicatriz cirlrgica e os tecidos ao redor foram removidos
em bloco para andlise histologica, medindo aproximadamente
3 ¢cm de extensao, a partir do processo xiféide.

Analise histologica

Foi realizada na cicatriz cirdrgica e na parede abdominal,
distante da cicatriz, nos trés grupos de maneira uniforme. As
laminas foram montadas com cortes de 5 um de espessura,
submetidas a coloracdo de H&E e tricomico da Masson, e
também ao estudo imunoistoquimico para a pesquisa de
Cox-2, VEGF e FGF (fator de crescimento dos fibroblastos).
Na imunoistoquimica foi usada para a detecgdo de ciclo-
oxigenase 2, Cox-2 SP21, clone Spring M3214, diluido a 1/250;
para o fator de crescimento endotelial vascular o VEGF C-1,
clone Santa Cruz SC7269, diluido a 1/100; e para fibroblasto
fator de crescimento, FGF2, 147 clone de Santa Cruz, diluido
a 1/1500. Foram realizadas avaliacbes semiquantitativas nos
trés pardametros, expressos como +, ++ e +++, do menos para
0 mais intenso™1620,

Andlise estatistica

Foi utilizado o teste t de Student para avaliacdo do peso
dos animais, dentro de cada grupo. Para a analise entre os
trés grupos, utilizou-se o teste de Anova e Tukey. Na andlise
dos parametros histoldgicos utilizou-se o teste binomial, para
testar as diferencas entre propor¢des amostrais independentes.
Utilizou-se o software BioEstat, versdo 5.0, na analise estatistica,
considerando como significantes p-valores iguais ou inferiores
a 0,05.

RESULTADOS

N&o houve 6bitos entre os 54 animais do experimento.
Na avaliacdo do peso, o grupo com ascite teve ganho de
forma significativa (p<0,05, Figura 1). As técnicas de H&E e
tricomico de Masson conseguiram identificar a cicatriz cirirgica
com precisdo (Figura 2A). Na avaliacdo do Cox-2, dentro da
cada grupo, observou-se que no grupo A houve diferenca
significativa entre os dados da parede abdominal e cicatriz
cirdrgica (p<0,05, Figuras 2B e 2C).
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FIGURA 1 - Peso na chegada e reoperacdo nos trés grupos

FIGURA 2 - Cicatriz cirtrgica: A) tricromico de Masson, grupo
D, 40x; B) Cox-2, grupo A, 40x,+++; C) Cox-2,
grupo A, 40x, ++

Comparando os trés grupos na parede abdominal houve
diferenca significante entre os grupos A, D e C (p<0,05), com
maior expressao no grupo A, em relacdo ao D, e deste com
relacdo ao C.

Na avaliacdo da cicatriz cirdrgica, os grupos Ae D - com
a célula tumoral - ndo apresentaram diferenca significante
entre eles (p>0,05), mas foram maiores quando comparados
com o grupo C (p<0,05).

A analise com VEGF nado demonstrou diferencas entre
os trés grupos estudados, na cicatriz cirdrgica ou na parede
abdominal (p>0,05, Figura 3).

FIGURA 3 - VEGF, grupo A, 40x,++

A analise com o FGF demonstrou que as cicatrizes dos
animais com neoplasia apresentavam diferencas significantes
em relagdo ao controle (p<0,05). Os grupos com neoplasia,
quando comparados entre si, ndo apresentaram diferenca
(p>0,05, Figuras 4A e 4B).

FIGURA 4-A) FGF, grupo D, 400x, ++; B) FGF, grupo A, 400x, +++
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DISCUSSAO

A avaliacdo exclusiva da cicatriz foi prejudicada no grupo
A em razdo da invasdo na cicatriz por células neoplasicas
presentes na ascite. Foi o grupo onde a neoplasia teve evolucéo
mais rapida, com evidente piora dos animais pela ascite e
pelos sintomas por ela induzidos. Avaliou-se também a parede
abdominal distante da cicatriz.

A Cox-2 é uma enzima envolvida na resposta inflamatéria
expressando-se também nos mecanismos de divisao celular dos
tumores malignos, onde tem importante papel. Aumenta nos
processos de carcinogénese, quando existem citocinas, fatores
de estimulo e de crescimento tumoral; e agindo associada as
células tumorais neoplasicas, pode regular o crescimento inicial
destas células, sua proliferagdo, invasdo, migracdo, os fendbmenos
angiogénicos e por fim a apoptose e morte programada das
células™?"?". A expressao da Cox-2 mostrou-se intensa, no nivel
maximo, na maioria das cicatrizes dos animais com neoplasia,
grupos A e D. No grupo C sua expressdo foi menor.

A angiogénese é fator biolégico fundamental para a
malignidade e progressao tumoral. Os capilares brotados
das células endoteliais formam e irrigam um estroma para o
crescimento das células neopléasicas. Ela consiste na formacdo
de novos vasos, sendo guiada por fatores celulares como
macréfagos, mastocitos, plaquetas, fibroblastos e células
neoplésicas que produzem mais de uma dezena de fatores que
interferem no processo, com destaque para o VEGF, o FGF, e
os fatores de crescimento e transformacao '>?*.

O VEGF induz a proliferacéo celular, a migracgao celular,
o desenvolvimento embrionario, a diferenciacdo celular, a
angiogénese e a transformacdo maligna. O estudo das cicatrizes
neste experimento, que mostrou diferencas na fase inflamatéria,
avaliada pela Cox-2, ndo se repetiu na avaliagdo do VEGF. Ele,em
toda a parede abdominal, mostrou-se idéntico nos trés grupos
estudados. Nem a infiltragdo tumoral da parede abdominal por
tumor, observada no grupo A produziu diferencas neste achado

O FGF é um membro da familia dos fatores de crescimento
que estimulam a proliferacdo de células do mesénquima e do
epitélio. Estimula o crescimento e maturagao dos fibroblastos,
em conjunto com outras citocinas. Neste estudo a sua avaliacdo
esteve aumentada nos grupos com neoplasia, maior que no
grupo controle. Observou-se que todas as condi¢des foram
criadas para que o fibroblasto tivesse maior expressdo nos
grupos com neoplasia?.

Acicatrizagdo estudada e dividida em fases, com fendmenos
humorais, vasculares e celulares, ndo deve ser avaliada de
forma estanque e fracionada. Os fendmenos acontecem
simultaneamente, se autorregulam e interferem um no outro.
Separar citocinas de células, fases humorais e inflamatoérias
das celulares é impossivel, sendo esta interacdo fundamental
para o processo cicatricial propriamente dito e seu perfeito
entendimento.

Neste trabalho, a anélise conjunta de todas as variaveis
demonstra a possivel interferéncia do processo neoplasico na
cicatriz operatdria, apds a constatacdo da expressdo aumentada
da Cox-2 nos tecidos examinados da cicatriz e areas proximas,
assim como do FGF.

CONCLUSAO

Os achados histologicos encontrados tanto na cicatriz
das laparotomias quanto na parede abdominal mostraram
gue com a neoplasia de Ehrlich houve resposta inflamatéria
exacerbada, traduzida por expressao mais intensa da Cox-2 e
maior proliferacdo fibroblastica, traduzida por expressdo mais
intensa do FGF, ou seja, estimulou tanto as reacdes inflamatdrias
imediatas, observadas nas reagdes da Cox-2, como nas cicatriciais
tardias com os fibroblastos e o FGF.
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