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“E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi triunfar...
Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo busca-las.
Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solugao.
Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de um oasis ¢
cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.
Naquele dia descobri que meu unico rival ndo era mais que minhas préoprias limitagoes e
que enfrenta-las era a inica e melhor forma de supera-las.

Nagquele dia, percebi que eu ndo era o melhor e que talvez nunca tivesse sido.
Deixei de me importar com quem ganha ou perde.

Agora me importa simplesmente saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil ndo é chegar 14 em cima, e sim deixar de subir;

e que o melhor triunfo ¢ poder chamar alguém de amigo.

Descobri que o amor € mais do que um simples estado de enamoramento,

o amor ¢ uma filosofia de vida.

Naquele dia deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passado
e passei a ser uma ténue luz no presente.

Aprendi que de nada vale ser luz e ndo iluminar o caminho dos demais.
Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Naquele dia, aprendi que os sonhos existem para tornar-se realidade.

E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar...

agora simplesmente durmo para sonhar.”

(Walter Elias Disney)
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RESUMO

O carcinoma mamario murino 4T1 ¢ um modelo experimental muito utilizado na avaliagdo e
melhor compreensdo da biologia dos tumores. Trata-se de uma linhagem celular altamente
tumorigénica e invasiva, onde sdo observadas metastases em diversos orgdos. O presente
trabalho tem como objetivo caracterizar os aspectos morfologicos, imunofenotipicos,
bioquimicos e ensaios pré-clinicos com talidomida/carboplatina no desenvolvimento do
carcinoma mamario murino 4T1 em camundongos Balb/c. Para a realizagdo deste estudo todos
os animais foram inoculados com 2,5 x 10° células do carcinoma mamario 4T1 no flanco
esquerdo (sub-cutdneo). Apods a implantacdo o crescimento do tumor foi acompanhado em
diferentes tempos de desenvolvimento de acordo com protocolo de estudo. Morfologicamente, o
carcinoma mamario murino 4T1 apresenta proliferagdo epitelial maligna em arranjo sélido, com
proliferagdo de células pleomorficas e elevado indice mitético. Os resultados sugerem que nesse
tumor experimental o indice mitdtico, apoptdtico e o nimero de vasos estdo diretamente
relacionados com a evolugdo tumoral. Na analise imuno-histoquimica determinou-se
positividade para os receptores hormonais, citoqueratina AE1/AE3, receptores de proliferacio
celular e marcadores de vasos sanguineos. Testes bioquimicos também foram realizados com o
intuito de avaliar a participagdo dos processos angiogénicos e inflamatdrios na progressdo
tumoral. Nossos resultados demonstram que citocinas pro-angiogénica (VEGF), inflamatorias
(TNF-a), macréfagos e neutrdfilos participam ativamente do desenvolvimento do carcinoma
mamario murino 4T1, assim como nas metastases. Com o objetivo de sugerir alternativas de
terapias antitumorais, incluindo maior especificidade do agente quimioterdpico, baixa
toxicidade e possibilidade de associagdo de drogas, trés ensaios foram propostos. Ao avaliar os
efeitos do tratamento com talidomida (150 mg/Kg/dia) no crescimento do tumor 4T1 em
camundongos Balb/c foi possivel observar que a talidomida reduz o desenvolvimento
neoplasico ao controlar a neovascularizagdo e recrutamento de células inflamatoérias neste
tumor. J4 administracdo de carboplatina (100mg/kg) foi capaz de reduzir em 50% o volume do
tumor, o numero de metastases pulmonares, a taxa de proliferagdo celular e vasculariza¢do dos
tumores. Por fim, ao avaliar o efeito da associacdo talidomida/carboplatina no crescimento do
tumor 4T1 foi possivel observar que este esquema terapéutico provocou maior redu¢do no
tamanho do tumor e no numero de metastases pulmonares quanto comparados aos tratamentos

isolados e aumento na sobrevida dos animais.

Palavras-chave: células 4T1, talidomida, carboplatina, glandula mamaria, angiogénesse,
inflamacgdo e imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

4T1 murine mammary carcinoma is a widely used experimental model in the evaluation and
better understanding of tumor biology. This is a highly tumorigenic cell line and invasive and
metastasis are observed in several organs. This study aims to characterize the morphological,
immunophenotypic, biochemical and preclinical trials with thalidomide/ carboplatin in the
development of murine 4T1 mammary carcinoma in Balb/c. For this study all animals were
inoculated with 2.5 x 10° 4T1 mammary carcinoma cells in the left flank (sub-cutaneous). After
implantation tumor growth was monitored at different times of development in accordance with
the study protocol. Morphologically, the 4T1 murine mammary carcinoma shows malignant
epithelial proliferation in solid arrangement with proliferation of pleomorphic cells and high
mitotic index. The results suggest that this experimental tumor mitotic index, and the number of
apoptotic vessels are directly related to tumor evolution. The results immunohistochemical
analysis demonstrated positive for hormone receptors, cytokeratin AE1/AE3, receptors, and
markers of cell proliferation of blood vessels. Biochemical tests were also conducted in order to
evaluate the role of angiogenic and inflammatory processes in tumor progression. Our results
demonstrate that pro-angiogenic cytokines (VEGF), inflammatory (TNF-a), macrophages and
neutrophils participate actively in the development of murine 4T1 mammary carcinoma, and
metastases. Aiming to suggest alternative therapies including greater specificity of antitumor
chemotherapeutic agent, low toxicity and possible drug combinations, three trials were
proposed. When evaluating the effect of treatment with thalidomide (150 mg/kg/day) on tumor
growth in mice 4T1 Balb/c was observed that thalidomide reduces neoplastic growth by
controlling neovascularization and recruitment of inflammatory cells in the tumor. Already
administration of carboplatin (100mg/kg) was able to reduce by 50% the tumor volume and
number of pulmonary metastases, the rate of cell proliferation and vascularization of tumors.
Finally, to evaluate the effect of combination thalidomide/ carboplatin in 4T1 tumor growth was
observed that this treatment regimen caused greater reduction in tumor size and number of lung

metastases as compared to isolated treatments and increased survival of the animals.

Keywords: 4T1 cells, thalidomide, carboplatin, mammary gland, angiogenesis, inflammation
and immunohistochemical.
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