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RESUMO
Introducdo: A dependéncia da neovascularizagdo para 0 crescimento é uma
caracteristica central da biologia tumoral. A vasculatura governa a fisiopatologia dos
tumores solidos, incluindo os processos de crescimento, invasdo, metastatizacdo e a
ascite maligna. A formacgéo da ascite em pacientes com cancer em estagio avancado é
um problema de dificil manejo na clinica oncolégica. Previamente foi demonstrada a
supressdo da efusdo em camundongos nude portadores de carcinoma ovariano
tratados intraperitonealmente com albendazol (ABZ). Neste estudo testou-se a eficacia
do ABZ contra o desenvolvimento do tumor de Ehrlich na forma ascitica, avaliando-se o
derrame cavitario, a celularidade tumoral e a angiogénese peritoneal. Métodos: Vinte e
quatro camundongos BALB/c fémeas com 8 semanas de idade foram inoculadas
intraperitonealmente com 5 x 10° células tumorais, e 6 animais mantidos sem
manipulacdo. Apl6s 7 dias, os camundongos inoculados foram aleatoriamente
distribuidos em grupos SHAM, recebendo 1,0 mL hidroperoxi-metil-celulose(HPMC)/ip.;
e ABZ, recebendo 1,0 mL albendazol (150mg/kg) suspenso em HPMC/ip. Os animais
foram eutanasiados 3 e 5 dias ap0s o tratamento. O fluido ascitico e as células tumorais
foram colhidos e quantificados. O periténio foi fixado em formol a 10%, histologicamente
processado e submetido & imunomarcagdo para o fator VI, procedendo-se
amplificacdo com o método da streptavidina-biotina-peroxidase. Resultados: N&o
houve diferenca quantitativa em relagdo ao processo efusivo, porém, a celularidade
tumoral foi significantemente reduzida em animais do grupo ABZ em comparagao aos
do grupo SHAM (p<0,001,ANOVA/Tukey-Kramer). Em oposicédo, evidenciou-se um
aumento na angiogénese em animais tratados com ABZ quando comparados aos do

grupo SHAM (p<0,001, ANOVA/Tukey-Kramer). Conclusédo: ABZ é um carbamato



benzimidazolico anti-helmintico largamente utilizado, atuando como uma droga ligante
de microtdbulos, uma possivel explicacdo para o efeito antiproliferativo identificado
sobre o tecido tumoral. Estudos adicionais serdo necessarios para elucidar os

mecanismos envolvidos nessa resposta.

Palavras-chave: albendazol, angiogénese, tumor de Ehrlich

ABSTRACT

Introduction: The dependence of tumor growth on the development of
neoangiogenesis is characteristic of cancer biology. The resulting tumor vasculature
governs the pathophysiology of solid tumors and thus their growth, invasion, metastasis
and malignant ascites. The formation of ascites in patients with advanced-stage cancer
is a difficult problem to manage in clinical oncology. Study in OVCAR-3 tumor-bearing
nude mice treated with intraperitoneal albendazole (ABZ) demonstrated the supression
of malignant ascites. In the present study we tested the efficacy of ABZ against tumor
growth, ascitic development and local angiogenesis on mice bearing the ascitic Ehrlich’s
tumor. Methods: Twenty four BALB/c female mice 8 weeks old were inoculated with 5 x
10° tumor cells, and six animals were preserved without manipulation. Seven days after,
the inoculated mice were randomly distributed in groups: SHAM, receiving 1,0 mL
hidroperoxi-metil-celulose(HPMC)/ip.; and ABZ, receiving 1,0 mL albendazol (150mg/kg)
suspended in HPMC/ip. The animals were sacrificed 3 and 5 days after treatment. The
ascitic fluid were collected and quantified, and the tumoral cells counted. The peritoneal

walls were fixed in 10% formalin, histologically processed and factor VIII antibody was



applied to sections by streptavidin/biotin/HRP method. Results: The tumor celullarity of
ABZ animals was significantly reduced compared with SHAM animals
(p<0,001,ANOVA). In contrast we identified an increased angiogenesis in ABZ treated
animals when compared with SHAM group (p<0,001, ANOVA), without effect upon
malignant ascites. Conclusion: ABZ is a widely used benzimidazole carbamate
antihelmintic, acting as a microtubule-targeted drug, a possible explanation for the
antiproliferative effect observed. Further studies will be necessary to elucidate the exact
mechanisms involved.

Key-words: albendazole, angiogenesis, Ehrlich tumor
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INTRODUCAO

A formacdo de ascite durante o crescimento neoplasico € um importante
problema clinico em pacientes oncoldgicos, elevando a morbidade, particularmente em
carcinomas de ovario, célon, estdmago, pancreas e endométrio®. Por outro lado, a
limitacdo do processo ascitico a regido abdominal viabiliza o emprego de agentes
toxicos diretamente na cavidade, permitindo elevadas concentracdes da droga no sitio
de crescimento tumoral por um periodo prolongado, com limitada toxicidade sistémica®.
Tanto o crescimento tumoral quanto a formacdo de ascite estdo relacionados a
producdo do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF)**. O mecanismo
envolvido no derrame presente em pacientes com carcinomatose compreende a
participacdo do VEGF, relacionado a inducdo de neovascularizacdo local e ao aumento

da permeabilidade da microvasculatura tumoral®®

. O emprego de anticorpos anti-VEGF
suprime ambos os processos’. Pourgholami et al. (2006) evidenciaram a inibicdo da
ascite maligna em modelo de carcinoma ovariano murino, associada a antagonizacao
da producao de VEGF pelo albendazol, um carbamato benzimidazélico originariamente
produzido para uso veterinario atuando como anti-helmintico, via inibicdo da
polimerizacdo de microtibulos®. Considerando a relevancia desses achados e sua
potencial aplicabilidade em termos clinicos, no presente estudo investigou-se a a¢ao do
albendazol sobre o desenvolvimento tumoral e a efusdo maligna em um modelo

classico em oncologia experimental, o tumor de Ehrlich na forma ascitica. Em paralelo,

avaliou-se a densidade microvascular na parede peritoneal durante o processo.
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MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo CEP/ICS/UNIP, sob o protocolo N° 117/12. Foram
utilizados 30 camundongos BALB/c, fémeas, pesando entre 20 e 30g., mantidos no
Biotério da Universidade Paulista, com condicbes de iluminacdo, temperatura e
umidade controladas, recebendo racdo e agua “ad libitum”. Inicialmente 24
camundongos receberam inéculo intraperitoneal de 0,1 mL de solucéo contendo 5 x 10°
células tumorais e 6 permaneceram sem manipulacdo (Controle). Apés 7 dias de
crescimento tumoral os animais foram divididos em 2 grupos para tratamento: SHAM,
recebendo indculo intraperitoneal Unico de 1,0 mL de 0,5% hidroperoxi-metil-celulose
(HPMC); ABZ, recebendo indculo intraperitoneal Unico de 1,0 mL de albendazol (150
mg/kg suspenso em HPMC). Trés (SHAM1, ABZ1) e cinco (SHAM2, ABZ2) dias pOs-
tratamento, trés animais sem manipulacéo, seis animais do grupo SHAM e seis animais
do grupo ABZ foram eutanasiados.

Os animais foram individualmente pesados em dias alternados durante o
experimento. Em sequéncia a eutanasia, foi procedida lavagem peritoneal com a
introducédo de 2,0 mL de solucéo salina em cavidade, seguindo-se a aspiracdo do
conteudo. O volume ascitico e o nimero total de células tumorais viaveis presentes na
cavidade foram mensurados, com o emprego de céamara de Neubauer. Apés a
avaliacdo macroscopica, fragmentos peritoneais foram imersos em solucdo de formol a
10%, seguindo-se processamento histoldégico de rotina, corando-se 0s cortes pela
hematoxilina/eosina. Em complemento, cortes de peritbnio foram dispostos sobre
laminas silanizadas e submetidos a procedimento imuno-histoquimico, seguindo a
metodologia descrita por Hsu et al. (1981). Como anticorpo primario, foi empregado o

anticorpo policlonal de coelho anti-humano fator VIII, clone A0082, DAKO. Seguiu-se a
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incubacdo com anticorpo secundario (ADVANCE HRP Link) e complexo peroxidase
(ADVANCE HRP Enzyme), empregando-se a diaminobenzidina (DAKO), como
cromogeno, contracorando-se pela hematoxilina. A vascularizacéo foi quantificada por
meio da contagem de estruturas vasculares em 10 campos de grande aumento (40x).
Os resultados obtidos foram submetidos a avaliacdo estatistica empregando-se o teste t

nao-pareado e ANOVA/Tukey-Kramer.

RESULTADOS

Dos 30 camundongos fémeas BALB/c utilizados, todos os animais do grupo
controle mantiveram o peso estavel durante todo o procedimento. Ja os camundongos
gue receberam o in6culo tumoral tiveram ganho crescente de peso, sendo o incremento
diario superior em animais dos grupos SHAM 1 e 2, correspondendo, respectivamente,
a 06 ge 082 g, frente ao ganho de 0,43 g e 0,74 g nos animais tratados com
albendazol. Apés a eutanésia, o volume ascitico foi quantificado, ndo sendo identificada
diferenca estatistica entre os grupos controle e ABZ em qualquer dos periodos (figura

1).

Volume Ascitico
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Figura 1. Volume ascitico (mL) em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich, que
foram tratados com albendazol e eutanasiados 3 dias apo0s o tratamento (ABZ 1) e
eutanasiados 5 dias apés o tratamento (ABZ 2) e que receberam apenas HPMC a 5%
intraperitonealmente, eutanasiados 3 dias apos o tratamento (SHAM 1) e eutanasiados

5 dias ap0s o tratamento (SHAM 2).

Em relacdo a celularidade tumoral, observou-se, 3 dias ap6s tratamento, no
grupo SHAM1, celularidade total média de 8,16 x 10% + 2,05 células tumorais, com
contagem média de 5,08 x 10® + 1,64 células tumorais nos animais tratados com
albendazol, identificando-se diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
com p<0,01. A diferenca acentuou-se aos 5 dias poés-tratamento, quantificando-se
celularidade total média de 22,2 x 10® + 5,8 células tumorais nos animais do grupo
SHAM2 contra 10,89 x 10® + 4,37 nas fémeas tratadas com ABZ2, caracterizando
diferenca estatisticamente significante entre os grupos com p< 0,005 no teste t ndo

pareado (figura 2).
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Figura 2. Celularidade tumoral média nos camundongos portadores de tumor ascitico
de Ehrlich (x10®), recebendo albendazol (ABZ 1 e ABZ 2) ou apenas o veiculo hidroxi
metil celulose em dose uUnica (SHAM 1 e SHAM 2), 3 e 5 dias pds-tratamento
respectivamente.

* diferenca estatisticamente significante, com p< 0,01 no teste t ndo pareado entre os
grupos SHAM 1 e ABZ 1.

** diferenca estatisticamente significante com p< 0,001 na ANOVA/ Tukey-Kramer entre

0s grupos SHAM 2 e ABZ 2.

Para a quantificacdo vascular, foram empregados cortes submetidos a
imunomarcacédo para o fator VI, sendo considerados como componentes vasculares
agueles nos quais era possivel a identificacdo da positividade citoplasméatica associada
a evidenciacdo de membrana basal. A densidade microvascular média foi obtida
considerando-se a contagem vascular em 10 campos de grande aumento, sendo o
parametro basal a densidade microvascular quantificada em parede peritoneal de
animais controle, ndo-manipulados, mensurada em 38,8 + 9,86. Os animais portadores
de tumor na forma ascitica apresentaram crescimento na vascularizacdo em parede
peritoneal, sendo a densidade microvascular, em média, 3 dias pos-tratamento, de 73 *
7,04 no grupo SHAM1 e 87,2 £ 14,94 no grupo ABZ1l. Aos 5 dias pos-tratamento,
evidenciou-se respectivamente 58,4 + 9,96 e 95,8 + 10,03 nos referidos grupos,
havendo diferenca estatisticamente significante, com p< 0,001 na ANOVA/Tukey-
Kramer entre os grupos CONTROLE e SHAM 1, ABZ 1 e ABZ 2; e entre SHAM 2 e ABZ

2 (figura 3).
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Figura 3. a. Fotomicrografia evidenciando imunomarcacdo vascular pelo fator VI
(setas), DAB contracorada com hematoxilina, 60x; b. Vascularizagdo peritoneal,
guantificada em 10 campos de grande aumento, nos camundongos do grupo controle e
de portadores de tumor ascitico de Ehrlich, recebendo apenas o veiculo hidroperoxi
metil celulose (SHAM2) ou albendazol (ABZ2) em dose Unica, e eutanasiados 5 dias
apos o tratamento.

* diferenca estatisticamente significante, com p< 0,001 na ANOVA/Tukey-Kramer entre
0s grupos CONTROLE e ABZ2.

** diferenca estatisticamente significante com p< 0,001 na ANOVA/Tukey-Kramer entre

oS grupos SHAM2 e ABZ2.

DISCUSSAO
Embora o conhecimento acerca da biologia do cancer tenha avancado
consideravelmente nas Ultimas décadas, a mortalidade relacionada a doenca persiste

elevada, sendo crescente a busca por métodos terapéuticos que contribuam para o
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controle da doenca®. Neste estudo empregou-se um modelo classico em oncologia
experimental, o tumor de Ehrlich em sua forma ascitica’®, para uma avaliacdo “in vivo”
do tratamento com o albendazol, uma droga da familia dos benzimidazéis, com
reconhecida atividade anti-helmintica®®>. Recentemente, estudos tém postulado a
atividade desse grupo de drogas sobre diversas neoplasias, como hepatocarcinomas,
carcinomas adrenocorticais e pulmonares***>*°. Pourgholami et al. (2009) identificaram,
com o emprego de testes “in vivo” e “in vitro”, efeito inibitério do ABZ sobre o
crescimento tumoral em linhagem de carcinoma ovariano humano OVCAR-3, por
inibicdo a formacao de VEGF, contrapondo-se a progressao da ascite. Em experimento
subsequente, observou-se, com a utilizacdo do mesmo modelo, em associacdo a
inibicdo de VEGF, a supressao do Fator Transcricional Induzido por Hipoxia lalfa (HIF-
1a) no microambiente tumoral*®. Neste estudo, foi empregado um modelo distinto,
proveniente de carcinoma mamario murino, porém com uma caracteristica comum ao
carcinoma ovariano, representado pela inducdo de ascite. Embora tenha sido
observada uma tendéncia a reducdo da ascite ap6s 3 dias de tratamento, a diferenca
ndo alcangou significancia estatistica. Contudo, o antagonismo ao crescimento tumoral
foi novamente caracterizado, reforcando o conceito de uma inespecificidade de acéo,
independente da histogénese tumoral, fato que potencialmente amplia sua
aplicabilidade no tratamento de condi¢cdes oncoldgicas. A principal atividade descrita
para os benzimidazois, que poderia elucidar simultaneamente os efeitos sobre o
crescimento tumoral e o desenvolvimento de ascite, vincula-se a sua acdo sobre os
microtubulos, componentes centrais do citoesqueleto, essenciais para a estrutura

celular, o transporte intracelular e a diviséo das células’®. Um potencial mecanismo de

acao antitumoral do ABZ seria relacionado ao comprometimento da neovascularizacao
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por despolimerizacdo de microtibulos em células endoteliais®®. Esse evento ganha
importancia em termos de processo neoplasico em razdo da intrinseca necessidade de
neoangiogénese para a progressao tumoral, a partir de focos de expanséo tecidual com
1-2 mm. de diametro®:. Conforme indicado por Pourgholami et al. (2010) a inibicéo da
neovascularizacao também poderia dever-se a antagonizacdo a atividade do VEGF, um
fator de crescimento central na biologia tumoral, que atua sobre receptores tirosina-
cinase relacionando-se ao estimulo angiogénico e proliferativo e a inibicdo da
apoptose®’. Neste estudo foi caracterizado, com o auxilio de método imuno-
histoquimico para a identificacdo das paredes vasculares, o aumento da densidade
microvascular na parede peritoneal em animais portadores do tumor na forma ascitica,
evento possivelmente atrelado ao disparo de um processo inflamatorio local. Dentre os
portadores de tumor, contrariamente ao esperado, caracterizou-se uma maior
vascularizagéo no peritdnio de camundongos que receberam o ABZ"®. Esse efeito foi
progressivo dentro do periodo de observacdo. Esses dados aparentemente conflitam
com o descrito em literatura. No entanto, pode-se considerar o ABZ como um agente
modulador da sintese de HIF-1a, com potencial interesse como agente adjuvante no
tratamento de pacientes oncolégicos'®. Nesse sentido, o efeito agudo de sua
administracdo poderia ser o da inibicAo da neovascularizagdo, com consequente
hipoxia local. Com a progressao do experimento, dada a aplicacdo Unica, o efeito da
droga seria superado em paralelo a uma potencial estabilizacdo do fator transcricional
HIF-1a decorrente da hipoxia, favorecendo um perfil angiogénico, o que elucidaria a
progressiva neovascularizacdo sugerida pelos dados em animais aos 3 e 5 dias pos-
tratamento. Uma estratégia plausivel para a investigacdo desse processo seria a

quantificacdo vascular em periodo precoce, como a 1 dia apés inoculacdo da droga,
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permitindo o rastreamento de uma possivel atividade anti-angiogénica inicial, modulada
pela inibicdo do eixo HIF-1la VEGF. Outra alternativa seria uma segunda aplicacdo
sucedida por nova quantificacdo vascular 1 dia depois. Um elemento facilitador nessa
abordagem ¢é a elevada tolerancia a medicacdo, embora seja sugerido
acompanhamento hematologico em virtude da possibilidade de desenvolvimento de
neutropenia em parcela dos pacientes?.

Considerando a acdo da droga sobre os microtibulos, um alvo relevante em
processos citoproliferativos seria a formacdo do fuso mitotico, com potencial bloqueio
da transicdo entre metafase a anéafase, e inducéo de apoptose®*. Doudican et al. (2008)
caracterizaram em diferentes linhagens de melanoma a atividade fosforilativa do
mebendazol sobre o Bcl-2, levando a sua inativacdo, e, em consequéncia, a apoptose
via Bax. Adicionalmente, estudos in vitro demonstraram reducdo da imunopositividade
ao Ki67 em células de linhagem tumoral ovariana humanas OVCAR-3 frente a
exposicdo ao ABZY'.

Assim, considerando os dados experimentais, 0 baixo custo e a baixa toxicidade
do ABZ?®, estudos adicionais sdo importantes para caracterizar 0 mecanismo de acdo
da droga em processos oncoldgicos, considerando sua interferéncia em atividades

celulares fundamentais, como a proliferacdo, a apoptose e o metabolismo energético®’.

CONCLUSAO
O farmaco albendazol, da familia dos benzimidazdis, utilizado como anti-
helmintico e antiparasitario, mostrou-se efetivo na antagonizacdo ao crescimento do

tumor de Ehrlich em sua forma ascitica, associado a neovascularizacao peritoneal e a
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manutencdo da ascite maligna, apresentando potencial utilidade como droga adjuvante

no tratamento de neoplasias ndo ressecaveis.
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