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RESUMO

A biologia dos tumores jA ndo pode ser entendida simplesmente listando as
caracteristicas das células cancerigenas, mas deve abranger as contribuicdes do
microambiente tumoral a tumorigénese. O microambiente do tumor é caracterizado
por baixos niveis de oxigénio, diminuicdo dos nutrientes disponiveis (glicose e
aminoacidos) e pH tecidual &cido. Em alguns tipos de cancer, o pH &cido tumoral ja
foi relacionado a maior invasao tumoral e maior incidéncia de metastases. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos de um microambiente acido em células de
carcinoma espinocelular oral na capacidade in vivo de desenvolver metastases.
Inicialmente foi desenvolvido um estudo piloto para avaliar a concentracao de células
a ser inoculada nos animais e o periodo de acompanhamento. A analise dos dados
obtidos com o estudo piloto demonstrou que a concentracdo de 2x10° em 150ul de
PBS era mais adequada, assim como o periodo de 10 semanas de acompanhamento.
Células tumorais de carcinoma espinocelular bucal (SCC-4) mantidas em meio de
cultura acidificado com pH 6.8 por 7 dias e ap0s recondicionadas em meio de cultura
de pH 7.4 e células mantidas pelo mesmo periodo em pH 7.4 foram injetadas numa
concentracdo de 2x10°8 células na veia caudal de animais Balbc/nude. Os animais
foram acompanhados por 10 semanas, eutanasiados, e tiveram seus pulmdes e
figados coletados, pesados, fotografados e fixados em formalina 10% para
processamento histolégico. Dos blocos de parafina, foram confeccionadas laminas
histologicas coradas em HE, que foram analisadas por um observador cego que
guantificou o niumero de metastases por lamina. Apos analise de distribuicdo dos
dados, os grupos foram comparados por teste t ou ANOVA. O grupo com ceélulas
expostas previamente ao microambiente acido (pH 6.8), apresentou maior nimero de
metastases pulmonares (p = 0.0322) em comparagao ao grupo nao exposto (pH 7.4).
A média de metastases no grupo pH 6.8 foi de 6,33 (+ 2,12), enquanto que no grupo
pH 7.4 foi de 3,87 (+ 2,16). Os dados analisados em conjunto permitem afirmar que o
microambiente acido promove maior capacidade metastatica as células de carcinoma
espinocelular oral, e por consequéncia, maior progressao tumoral.

Palavras-chave: Metastases. Crescimento tumoral. Acidez tumoral. Modelo animal.



ABSTRACT

The biology of tumors can no longer be understood only by cancer cells characteristics,
it must include the tumor microenvironment contributions to tumorigenesis. The tumor
microenvironment is characterized by low oxygen levels, a decrease in available
nutrients (glucose and amino acids) and an acidic tissue pH. Thus, the aim of this study
was to evaluate the effects of an acidic microenvironment on oral squamous cell
carcinoma cells regarding the hability to develop metastases in vivo. After different
periods of exposure to the acidic culture medium, the concentration of 2x10° oral
squamous cell carcinoma cells (SCC-4) in 150 ul of PBS of were injected into the tail
vein of Balbc/nude animals. The animals were monitored for 10 weeks, euthanized,
and their lungs and livers were collected, measured, weighed, photographed and fixed
in 10% formalin for histological processing. From the paraffin blocks, histological slides
stained with HE were obtained and analyzed by a blind observer who quantified the
number of metastases per slide. After analysis of data distribution, the groups were
compared by t test or ANOVA. The group with cells previously exposed to the acid
microenvironment (pH 6.8) presented a higher number of lung metastases (p = 0.0322)
compared to the unexposed group (pH 7.4). The average of metastases in the pH 6.8
group was 6.33 (x 2.12), while in the pH 7.4 group it was 3.87 (£ 2.16). The joint data
together allow us to affirm that the acid microenvironment confers metastatic capacity
to oral squamous cell carcinoma cells, and consequently, greater tumor progression.

Keywords: Metastases. Tumor growth. Tumor acidity. Animal model.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

O carcinoma espinocelular é responsavel por mais de 90% das neoplasias
malignas que afetam a cavidade bucal, orofaringe, hipofaringe e laringe e representa
0 sexto tipo de cancer mais comum em todo o mundo (PARKIN et al., 2002). Os
pacientes que sofrem de carcinoma espinocelular bucal enfrentam uma taxa de
sobrevida que se mantém inalterada ha décadas, sendo mantidas taxas de sobrevida
em torno de 50% em 5 anos (ANTUNES et al., 2001; BIAZEVIC et al., 2006), indicando
gue a nossa capacidade de os tratar atingiu um platé. A International Agency for
Research on Cancer (2020) estima que a incidéncia de novos casos de cancer de
labio e boca até 2040 no mundo seja de 545.369. No Brasil, em 2020, a incidéncia
estimada é de 11.200 novos casos para homens, os mais acometidos (INCA, 2020).
Em funcéo disso, o cancer de boca pode ser considerado um problema de saude
publica.

Apesar de a pesquisa em cancer bucal ter avancado consideravelmente, o
tratamento ainda se baseia principalmente na atividade proliferativa das células
tumorais. O tratamento cirdrgico agressivo permanece como a abordagem
predominante de tratamento dos pacientes, mesmo com a doenca em fase inicial,
enquanto o tratamento quimioterapico € considerado apenas coadjuvante (SCIUBBA,
2001).

Os agentes quimioterapicos no tratamento do carcinoma espinocelular bucal
resultam temporariamente numa reducdo pouco significativa do tamanho do tumor,
porém, na grande maioria dos casos, 0 tumor volta a crescer e se torna resistente ao
tratamento. Dessa forma, o tratamento quimioterdpico ndo melhora as taxas de
sobrevida significativamente (FURNESS et al., 2010).

Portanto, ampliar nosso conhecimento sobre a biologia do carcinoma
espinocelular bucal € fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Atualmente, considera-se que a biologia dos tumores ja ndo pode ser
entendida simplesmente enumerando as caracteristicas das células cancerosas, mas
deve abranger as contribuicbes do microambiente tumoral a tumorigénese
(HANAHHAN; WEINBERG, 2011).

O microambiente tumoral é caracterizado por baixos niveis de oxigénio,
diminuigc&o dos nutrientes disponiveis (glicose e aminoacidos) e um pH tecidual &cido.

Ja foi demonstrado que o pH extracelular de tumores malignos da cavidade bucal é



acido, variando entre 6.56 e 6.97 (BECELLI et al., 2007), no entanto, os efeitos do
estresse acido nas células do cancer de boca ainda sdo desconhecidos. Em outros
tipos de cancer, o pH &cido tumoral ja foi relacionado a maior invasédo tumoral e maior
incidéncia de metastases (D’ARCANGELO et al., 2000; FANG; GILLIES; GATENBY,
2008). Dessa forma, investigar os efeitos da acidez no crescimento tumoral e na
capacidade metastatica é de fundamental importancia na busca de novas estratégias
terapéuticas para o carcinoma espinocelular bucal.

O termo microambiente tumoral usualmente € interpretado como um conjunto
de caracteristicas metabdlicas e fisioldgicas observadas em tumores sélidos (GILLIES
et al., 2002). Uma caracteristica comum dos tumores invasivos sélidos € um
metabolismo alterado de glicose. Otto Warburg foi o primeiro a descrever o anémalo,
porém, caracteristico metabolismo energético da célula cancerosa: mesmo em
presenca de oxigénio as células cancerosas reprogramam seu metabolismo glicolitico,
e assim sua producéo energeética, limitando seu metabolismo de energia em grande
parte a glicdlise, levando a um estado conhecido como “glicélise aerdbica” ou “Efeito
Warburg”, sendo esta uma caracteristica singular observada em céanceres
(WARBURG, 1956).

A constante observacdo de glicolise anaerébica em tumores invasivos
humanos, a despeito de uma menor eficiéncia na producdo de energia, possui
correlacdo com maior agressividade, sugerindo que o fenaétipo glicolitico confere uma
significante vantagem proliferativa durante a evolucdo somatica do cancer e, portanto,
deve ser um componente crucial do fenétipo maligno (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Uma importante consequéncia do aumento de glicolise é a acidificacdo do meio
extracelular. Os produtos metabdlicos da glicélise, ions de hidrogénio (H+) e acido
latico, causam a acidificacdo do meio extracelular (GATENBY; GILLIES, 2004).
Estudos mostram que o pH extracelular de tumores é consistentemente acido e pode
chegar a valores significativamente baixos (GILLIES et al., 2002). Becelli et al. (2007),
verificou que o pH extracelular de uma amostra de tumores malignos da cavidade
bucal variava entre 6.56 e 6.97, enquanto o pH tecidual normal é de 7.4 e 7.5. Essa
acidificacao tumoral pode ocorrer devido a uma baixa perfusdo sanguinea que, por
consequéncia, pode gerar hipdxia na area afetada. A falta de oxigena¢ao no ambiente
tumoral, a hipdxia, faz com que as células cancerosas invertam 0s passos nhormais da
sua produc¢do energética, ou seja, o destino do piruvato produzido na glicolise passa

a ser o de fermentacéo latica, e ndo mais ciclo de Krebs. O prejuizo dessa inversao



de fases € que, ao invés da célula produzir 30 moléculas de ATP como produto final
do ciclo, ela passa secretar 4cido latico e produzir apenas 2 moléculas de ATP,
resultando assim num microambiente tumoral &cido (JUSTUS et al., 2013;
SMALLBONE et al., 2005).

O mecanismo de producdo de energia ocupa uma posicao central no
metabolismo das células, plantas e microrganismos. Tal processo € liderado pela
guebra da molécula de glicose (glicélise), cujo produto final sdo duas moléculas de
piruvato. Essas moléculas de piruvato podem ter trés destinos diferentes, os quais
sdo: ciclo de Krebs, cujo produto secretado € essencial para iniciar a fase da
fosforilacdo oxidativa e gerar energia para uma célula eucarionte em condi¢cdes
aerdbicas, e nesse processo o produto final € em torno de 30 a 32 moléculas de ATP;
fermentacdo alcodlica, uma via utilizada para produzir energia em ambiente
anaerobico, que tem como produto final o etanol; e a fermentacéo latica, que também
€ uma via utilizada em ambientes anaerobicos, secreta o acido latico e produz apenas
duas moléculas de ATP na sua fase final (CHAMPE et al., 2013; NELSON; COX,
2014). Uma célula cancerigena em situacao de hipOxia gera a sua energia através da
fermentacao latica, o que resulta em pouca quantidade de energia a cada ciclo. No
entanto, para sobreviver, a célula maligna passa a captar cerca de 10 vezes ou mais
glicose do que uma célula normal. Logo, pode-se afirmar que células tumorais
resistem a ambientes anaerdbicos porque captam uma maior quantidade de glicose
para conseguir produzir a energia necessaria para sua sobrevivéncia, e por
consequéncia, secretam maior quantidade de acido no meio extracelular (CHAMPE et
al., 2013; NELSON; COX, 2014).

Apesar de a hipdxia contribuir para a acidificacdo tumoral, isso nem sempre
esta presente em tumores agressivos, este fendbmeno foi primeiramente descrito por
“Otto Warburg”, em 1930. O efeito Warburg, que identificou a presenca de glicolise
mesmo em situacfes de normoxia em tumores, indica que a acidificacdo tumoral pode
acontecer independentemente da hipdxia. Portanto, a acidificacdo pode ser uma
caracteristica intrinseca do metabolismo tumoral, que provavelmente oferece uma
vantagem competitiva sobre as células estromais (GILLIES et al., 2002). Estudos
apontam que, a acidificacdo do microambiente do tumor pode ser um fator
fundamental na regulacédo bioldgica e molecular do cancer (HJELMELAND et al.,
2011).
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A exposicao crbénica do tumor a acidez pode agir como um fator estressor e
seletivo para as células tumorais, causando efeitos significativos na progressao do
cancer. Acredita-se que a exposicdo prolongada da massa tumoral a um
microambiente acido induza a apoptose das células normais presentes, e que as
células tumorais, mais indiferenciadas, criem resisténcia e se adaptem a esse novo
meio acido (SMALLBONE et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

As células tumorais, que resistem a acidose, criam um ambiente toxico para a
populacdo de células originais do 6rgdo afetado e, ao mesmo tempo, um ambiente
inofensivo para si. As células cancerosas passam a expressar diversos
transportadores de membrana para manter seu pH intracelular neutro, expulsando
fons de hidrogénio e lactato, por consequéncia, acidificando o meio extracelular
(Figura 1) (MOELLERING et al., 2008; BARAR; OMID, 2013). O resultado deste
processo é uma selecéo das células mais resistentes, com potenciais mais agressivos
e invasivos.

Em outros tipos de cancer, o pH acido do meio extracelular de tumores foi
diretamente relacionado a agressividade tumoral, impulsionando a ativade de enzimas
proteoliticas extracelulares, regulando a expressdo de fatores angiogénicos,
aumentando a incidéncia de metastases e protegendo as células tumorais da resposta
imune (MCCARTY; WHITAKER, 2010). Sendo que em um trabalho prévio do nosso
grupo de pesquisa (ainda ndo publicado), ja evidenciamos que o estresse acido pode
aumentar a migracdo celular da linhagem tumoral de cancer de boca SCC-4. A
migracao individual foi testada com o ensaio de time-lapse e a migracdo coletiva
através do ensaio de cicatrizacado de feridas. Em ambos ensaios, observamos maior
migracao para as células expostas por 7 dias ou 21 dias e recondicionadas em meio
neutro por mais 7 dias (7+7D e 21+7D). Além disso, verificamos que esse efeito é
especifico para células tumorais, visto que a linhagem de células epiteliais HaCat
apresentou menor migracdo nas mesmas condi¢des (Figura 2).

Devido a importancia da acidificacdo do microambiente, diferentes
modalidades terapéuticas estdo sendo consideradas para manipular o pH tumoral:
terapia alcalinizante para aumentar o pH do ambiente extracelular; a inibicdo de
bombas de protons diminuindo o pH intracelular das células tumorais, e assim
aumentando o pH extracelular; entre outras (Figura 1) (ROBEY et al.,, 2009;
MCCARTY; WHITAKER, 2010). Modelos de estudos experimentais in vivo, nos quais

sdo testadas terapias para aumentar o pH do ambiente tumoral, tém demonstrado
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resultados significativos (ROBEY et al., 2009; SHERIDAN et al., 2006; SILVA et al.,
2009). Robey et al. (2009) verificaram que, em camundongos, o tratamento de
tumores de mama com intuito de aumentar o pH tecidual com bicarbonato de sédio
esteve associado com a reducdo da invasao, ratificando a possibilidade terapéutica
da manipulacao do pH.
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Figura 1 — Representacéo dos reguladores-chave do pH e os principais mecanismos
de transporte envolvidos na conducdo de quimioterapicos em tumores solidos. O
transporte da glicose é feito, principalmente, por um transportador de glicose (GLUT1)
e metabolizado através do mecanismo de glicélise na producao de acido latico (AL) e
acidificando o citoplasma. O AL excretado por meio de transportadores, tais como:
Na+/H+1 (NHE1); transportadores monocarboxilato (MCT 1 e 4); Anidrase carbonica
IX (IX CA); e H+ V-ATPase bomba. Estas maquinarias de transporte poderiam ser
inativadas com inibidores especificos (caixas vermelhas). As células cancerosas
mantém o pH intra e extracelular em 7.4 e 6.6, respectivamente. O transporte de
alguns quimioterapicos séo realizados por transportadores de superficie celular

(inseridos na caixa preta). Adaptado de Barar & Omid, Dysregulated pH in tumor
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microenvironment checkmates cancer therapy. Biolmpacts, v. 3, n. 4, p. 149-162,
2013.

A partir desses dados, diversos estudos estdo sendo realizados com o
propésito de melhor compreender o comportamento das células tumorais no
microambiente acido em diferentes tipos de tumores e em relacdo a diferentes

aspectos que serdo explanados a seguir.

A)  sccs B)  Hacat

Controle 7+7D 21+7D Controle

7+7D

INICIAL
INICIAL

10 HORAS
10 HORAS

Q) D) Tabela 2- Ensaio time lapse

Tabela 1- Ensaio de cicatrizagao de feridas

. 2 _— . . Distancia percorrida Velocidade Micro/h
Condigdo experimental Fechamento Intermediario Condigio Experimental (n=3)
Média + DP Média + DP
(n=3) 10h
Média (%) + DP scc4
SCC-4 Controle 192,6 (* 58,39)a 12,09 (£ 3,45)a
Controle 67,94(£9,45)a 7+7D 237,2(+ 79,19)ab 16,76 (+ 6,32)b
7+70 86,68 (+£2,461)b 2147D 272,7 (+ 48,15)b 16,21 (+ 2,99)a.b
21+7D 48,09 (+15,98)a p, ANOVA, post-hoc Tukey 0,0025 0,0023
p. ANOVA, post-hoc Tukey 0.0211 HaCat
HaCat
Controle 158,4(+71,74) 11,52(+3,299)
Controle 45(+3,1)a
747D 38(£1,9)b 7+7D 173,6(+64,63) 13,08(:+4,930)
p, ANOVA, post-hoc Tukey 0.0054 p. ANOVA, post-hoc Tukey 0,4343 0,2123

Figura 2 — Analise in vitro do perfil migratério das linhagens SCC-4 e HaCat em
microambiente acido. (A) Quadro comparativo entre os grupos do ensaio de
cicatrizacao de feridas das células tumorais de boca SCC-4. (B) Quadro comparativo
entre 0s grupos do ensaio de cicatrizacdo de feridas das células queratindcitos
normais HaCat. (C) Tabela comparativa do fechamento médio de feriadas no tempo
10h (p, ANOVA, post-hoc Tukey). (D) Comparacéo entre a distancia e a velocidade
meédia percorrida pelas células apos os diferentes tempos experimentais (p, ANOVA,
post-hoc Tukey). Controle= pH 7.4; 7+7D = 7 dias em pH 6.8 e recondicionamento em
pH 7.4 por mais 7 dias; 21+7D = 21 dias em pH 6.8 e recondicionamento em pH 7.4

por mais 7 dias.
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1.1 INVASAO TUMORAL E METASTASE

As metastases representam subconjuntos distintos e Unicos de células que,
independentemente da rota utilizada, desenvolvem-se em outro sitio, sem conexao
direta com seu local de origem. Destacam-se por apresentar caracteristicas
comportamentais, genéticas e bioquimicas distintas das células do tumor primario.
(ECCLES; DANNY, 2007; WELCH; HURST, 2019). No processo de desenvolvimento
metastatico, fatores como motilidade e invasdo, capacidade de modulacdo do
microambiente, plasticidade e capacidade de colonizar tecidos secundarios sao
considerados cruciais para que a cascata metastatica ocorra com sucesso. Se uma
célula neoplasica ndo puder completar qualquer uma das etapas da cascata
metastatica, a metastase nao ocorrera (WELCH; HURST, 2019).

Estudos demonstram que 0s tumores metastaticos tém o microambiente mais
acido do que os tumores primarios, legitimando a teoria de que este ambiente pode
interferir na selecdo de células com maior potencial de invasdo (FANG; GILLIES;
GATEMBY, 2008; MOLLERING et al., 2008). O lactato ndo € apenas um fator
secundario metabdlico celular das células tumorais, mas também uma molécula chave
envolvida na carcinogénese e na evasdo imunoldgica do tumor (LA CRUZ-LOPEZ et
al., 2019).

Mollering et al. (2008) verificaram que a exposicdo de linhagens celulares
cancerigenas a um meio acido pode alterar o fenétipo celular e aumentar o potencial
invasivo quando recondicionadas ao pH normal. Para tal andlise, os autores
cultivaram linhagens de melanomas exposta a um baixo pH (6.7) durante 1, 2 e 3
meses, apos cada més recondicionando ao pH neutro. Quando comparado as células
cultivadas em pH neutro (7.4), os resultados desse estudo demonstraram que houve
um forte aumento do potencial de invasdo dessas células, principalmente no tempo
de exposicao de 2 e 3 meses. Tais efeitos implicam uma forte associacao do baixo pH
no processo de invasao tumoral.

O mecanismo de invasdo no processo de carcinogénese envolve diversos
mecanismos celulares, interligados entre si, que ainda ndo foram bem elucidados na
literatura (MOLLERING, 2008). Ja é sabido que proteinas que estdo envolvidas no
processo de remodelacédo do tecido, as metaloproteinases (MMPSs), que tém um papel
crucial na invasdo de células cancerigenas. Acredita-se que o microambiente acido

também possa interferir nos processos de degradacdo de matriz extracelular e de
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invasao, a partir da ativacdo dessas enzimas proteoliticas. Quando expostas a um
ambiente acido, a expressdao das MMPs aumenta, assim como a expressao das
enzimas ativadoras de plasminogénio (catepsinas e uroquinase), sendo estas Ultimas
as responsaveis, junto com outros receptores especificos, por secretar as MMPs.
Considerando o papel importante das MMPs na invaséo tumoral, conclui-se que a
acidez do microambiente pode levar a uma maior taxa de invasdo celular e,
consequentemente, a um maior risco de metastase (SOUNNNI; NOEL, 2005;
HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Alguns estudos mostraram que o baixo pH resulta diretamente em maiores taxas
de metastases (SCHLAPPACK et al., 1991; BENNETT et al., 1994) e maior
comportamento invasivo (ROFSTAD; DANIELSEN, 2002; MARTINEZ-ZAGUILAN et
al., 1996; ROZHIN et al., 1994; ROCHEFORT et al., 2000).

Inmune supression

)
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Figura 3 — O papel do lactato no cancer. A producao excessiva de lactato pelas células
tumorais e estromais estd associada ao aumento da agressividade, devido a
acidificacao extracelular, que também induz invasédo e metastase, inibicdo da resposta
imune antitumoral e resisténcia a terapia. Além disso, esse lactato pode ser usado
como fonte alternativa de combustivel pelas células tumorais. Adaptado de La Cruz-
Lopez, De et al.,, Lactate in the Regulation of Tumor Microenvironment and

Therapeutic Approaches. Frontiers in oncology, v. 9, p. 1143, 2019.
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O microambiente tumoral &cido dos tumores soélidos, além de tudo, possui
influéncia significativa no sistema imunoldgico, e consequentemente, na resisténcia
terapéutica (Figura 3). Com base nisso, estratégias de tratamento tém sido sugeridas
através da manipulacéo do pH tumoral (DAMGACI, S. et al., 2018; IBRAHIM-HASHIM,
A. et al., 2012).

Hashim et al. (2011) demonstraram a reducao na incidéncia e crescimento de
metastases em um modelo experimental animal de cancer de prostata, utilizando
como alternativa terapéutica a manipulacdo da acidose extracelular. O uso de
tampdes ndo volateis tem apresentado efichcia em estudos in vivo, reduzindo o
namero de metastases e aumentando a sobrevida, merecendo investigacées mais
aprofundadas (ROBEY et al., 2009).

Apesar da extensa pesquisa nos ultimos anos sobre acidose e seus efeitos
sobre o cancer, 0s mecanismos responsaveis pela adaptacao a acidez, sua inducao
de invasao e metastase, bem como os mecanismos que levam a evaséo da vigilancia
imune s&o pouco compreendidos (LA CRUZ-LOPEZ, 2019). Estes efeitos ndo foram
analisados e confirmados para o cancer de boca. Nosso grupo de pesquisa ja
demonstrou in vitro o potencial efeito do microambiente acido na migracao de células
tumorais de boca, porém, esses dados ainda ndo foram confirmados em modelo

animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vivo os efeitos da exposicdo a um microambiente &cido no
desenvolvimento de metastases pulmonares de células de carcinoma espinocelular

oral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar o modelo xenografico de desenvolvimento de metastases pulmonares
de células de carcinoma espinocelular oral (SCC-4) a partir da determinacao
da concentracéo celular ideal a ser injetada e do tempo de acompanhamento.

2. Avaliar in vivo o desenvolvimento de metastases pulmonares de células
expostas previamente ao microambiente &acido in vitro em um modelo

xenografico em camundongos Balb/c nude.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos propostos na pesquisa cientifica em animais que foram
realizados neste projeto estdo de acordo com as normas propostas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacado Animal (CONCEA), por meio da Lei Federal
11.794/2008, Resolugdo Normativa n° 30/2016 e Diretriz Brasileira para o cuidado e
utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (DBCA). O estudo respeitou as
Resolucdes Normativas 30/2016 (Diretrizes para o Cuidado e a Utilizacado de Animais
para Fins Cientificos e Didaticos), 33/2016 (Procedimentos — Roedores e Lagomorfos
mantidos em instalacdes de instituicbes de ensino ou pesquisa cientifica), 37/2018
(Diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA) e 39/2018 (Disp0de sobre restricdes ao
uso de animais em procedimentos classificados com grau de invasividade 3 e 4). Este
protocolo também seguiu o Grau de Invasividade (CONCEA), enquadrando-se na
categoria intermediaria-GI2. A carta de aprovacdo da comisséo de ética no uso de

animais encontra-se no anexo A.

3.2 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

Os animais foram mantidos e os experimentos foram realizados no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre/RS. A instituicdo executora do projeto foi a Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. O conjunto dos experimentos de cultura de células
deste projeto foi realizado no Nucleo de Pesquisa Basica em Odontologia da
Faculdade de Odontologia da UFRGS.

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Desenho experimental do tipo randomizado prospectivo cego controlado em

modelo animal.

3.4 CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas células tumorais de carcinoma espinocelular de boca de

lingua, da linhagem SCC-4 (adquiridas previamente do Banco de células da
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Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ). As células foram cultivadas em Meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 100U/ml de penicilina e 100 mg/ml
de estreptomicina, sendo as células mantidas em ambiente imido a 37°C, e a 5% de
CO2, adicionando &cido cloridrico 1M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). O pH foi
mensurado com medidor de pH, nas mesmas condi¢cdes de cultura. Todos os
procedimentos do cultivo foram realizados em capela de fluxo laminar. O crescimento
celular foi monitorado diariamente em microscépio invertido de fase (Biostar, American
Optical) e 0 meio de cultura trocado a cada 2-3 dias ou quando necessério, apos a
observacdo de mudancas no metabolismo celular. A seguir, as células foram
coletadas para realizagcédo dos experimentos in vivo.

Todos os ensaios foram realizados utilizando dois grupos, os quais foram:
grupo pH 7.4 (cultivado durante todo o periodo em meio de cultura neutro pH 7.4),
grupo pH 6.8 (cultivado no meio de cultura acidificado pH 6.8 por 7 dias e
recondicionado em meio neutro por mais 7 dias). A viabilidade celular foi conferida

previamente em microscopio invertido.

3.5 MODELO ANIMAL

Foram utilizados 36 camundongos Balb/c nude, machos e fémeas, com 5-7
semanas de idade, pesando entre 20-25g, provenientes da colbnia mantida na
Unidade de Experimentacdo Animal do HCPA. 12 destes animais foram utilizados
para estudo piloto da capacidade metastatica, e 24 para o experimento de capacidade
metastatica. Os animais foram mantidos em ambiente com ciclo de 12 horas de luz
por dia, temperatura entre 20 e 24°C, umidade entre 40-60% e com sistema de
exaustdo. Durante todo o experimento, 0s animais consumiram racdo solida
selecionada, e agua ad libitum previamente autoclavados. Foram fornecidas sementes
de girassol, rolo de papel, estopa e papel toalha como método de enriquecimento
ambiental. Os animais foram mantidos em microisoladores de policarbonato
ventilados individualmente, com assoalho forrado com maravalha de pinus flocada e
densidade de no minimo 2 e no maximo 5 animais. Todo o0 manejo das caixas e dos
animais foi do tipo convencional controlado, empregando materiais e vestimentas

submetidos a processo prévio de esterilizacao.
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3.6 CALCULO AMOSTRAL

N&o foram encontrados estudos que utilizaram a mesma linhagem celular
(SCC-4). Dessa forma, o calculo amostral foi baseado no estudo de Rofstad et al.
(2006), que comparou o numero de metastases pulmonares entre células de linhagens
de melanoma nao expostas e expostas ao pH 6.8 por 48 horas. Utilizou-se o software
WinPepi (Brixton Health), considerando o desfecho nimero de metastases, o nivel de
significancia de 5% para um estudo com poder de 80% e uma diferenca esperada
proporcional de 0.75 entre grupo teste e controle. Assim, a amostra foi composta por
10 animais em cada grupo. No grupo teste foi adicionado 10% devido a maior

probabilidade de perdas.

3.7 RANDOMIZACAO E DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Previamente ao inicio do estudo, os animais foram pesados, randomizados e
distribuidos considerando o peso ponderal, a partir de extratos representados pelos
guartis de peso nos grupos experimentais. As caixas foram identificadas de acordo
com o0 grupo experimental e os animais foram marcados com furo auricular. Os
experimentos de capacidade metastatica foram realizados de forma independente. Os

animais foram distribuidos em 3 grupos:

Ensaio de Capacidade Metastatica (inoculacdo na veia caudal):

e Grupo pH 7.4 (n animais = 10): Animais Balbc/nude que receberam células
mantidas em pH 7.4.

e Grupo pH 6.8 (n animais = 11): Animais Balbc/nude que receberam células
mantidas em pH 6.8 por 7 dias e depois recondicionadas em meio neutro
(7.4) por mais 7 dias.

e Grupo controle (n animais = 3): Animais Balbc/nude que ndo receberam
nenhuma intervencao para obter-se um padrao de peso normal dos 6rgaos

dos animais.
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3.8 ESTUDO PILOTO

O experimento para analise da capacidade metastatica foi realizado de acordo
com Elkin & Vlodavsky (2001) e Cai et al. (2018). Como este tipo de experimento
nunca foi realizado com a linhagem SCC-4, inicialmente foi realizado um estudo piloto
com 12 animais para determinar a concentracao final de células que seriam injetadas
(1x108 ou 2x108) e o periodo de acompanhamento 6 ou 10 semanas (Tabela 1). Estas
variaveis estdo relacionadas com a capacidade intrinseca de cada linhagem celular
em desenvolver metastases. Apdés os diferentes periodos, os animais foram
eutanasiados e os pulmdes e figados removidos para analise de metastases, como

descrito posteriormente.

Tabela 1 — Distribuicdo dos animais para realizacéo do estudo piloto.

Concentracdo células  Concentracao células
1x10° 2x108

Tempo de
acompanhamento
6 semanas 3 3

Tempo de
acompanhamento 3 3
10 semanas

Total Animais 12
Fonte: o autor

Dos 12 camundongos Balbc/nude utilizados, foram 3 machos e 9 fémeas, com
peso médio de 26,35g. Um dos animais apresentou endpoints (descritos
posteriormente) e foi eutanasiado 4 dias ap0s o experimento de injecdo de células na
veia caudal. Os demais animais continuaram sendo observados clinicamente e
pesados periodicamente, sem manifestar alteracdes significativas e sinais de
sofrimento. ApOs os periodos de tempo propostos, realizou-se a eutanasia, 0s
pulmd@es foram coletados, fotografados, fixados em formalina neutra e processados
histologicamente. A seguir, as laminas foram coradas por Hematoxilina e Eosina e
avaliadas por um patologista, que quantificou o nimero de metastases em cada

amostra. Os resultados estdo apresentados posteriormente na sessdo Resultados.
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3.9 INDUCAO DE METASTASE PULMONAR

Quando as células atingiram 70% de confluéncia, o meio de cultura foi
removido, as células lavadas com PBS, tripsinizadas por 3 minutos, quantificadas e
ressuspensas em PBS. Apds determinar a concentragdo celular, as células foram
resuspensas em solucdo tampédo PBS, em um volume de 0,150mL, para posterior
injecdo na veia caudal dos animais.

Todo procedimento foi realizado mantendo-se os critérios de assepsia e no
interior de uma capela de fluxo. O operador e os auxiliares estavam paramentados
com aventais cirargicos, luvas cirdrgicas estéreis, propés, mascaras, gorros e oculos
de protecdo. Todo instrumental cirargico foi esterilizado em autoclave a 121°C,
durante 15 minutos. Previamente ao procedimento de injecéo das células, a anestesia
dos animais foi induzida com isoflurano (4-5%) diluido em oxigénio a 100% (fluxo de
02 de 0,5 L/min) e mantidos (2-3%), fornecido por via inalatoria. As veias foram dilatas
previamente, mantendo os animais em incubadora aquecida a 30°C durante 30
minutos a fim de promover a vasodilatacdo da veia caudal. A solucéo de células em
PBS foi injetada por via intravenosa com seringa de 50Ul e agulha 30G.

Os animais foram monitorados diariamente, para verificacdo de alteracfes
respiratérias decorrentes do desenvolvimento de metastases pulmonares. Os
procedimentos em casos de sofrimento e os endpoints da pesquisa estdo descritos
em Cuidados e controle.

Apbés o periodo de 10 semanas, todos os animais foram eutanasiados por
sobredose de isoflurano. Os pulmdes coletados, imediatamente pesados, medidos,

fotografados e fixados em formalina 10% para processamento histolégico.

3.10 CUIDADOS E CONTROLE

Foram fornecidas agua e alimentacdo de forma normal. Caso houvesse o
aparecimento de algum sinal clinico, os animais receberiam suporte antibiético e
analgésico até a completa remissao das alteracdes. Os animais foram diariamente
monitorados e 0s seguintes parametros foram supervisionados: sinais de infeccéo
local, dor e aparecimento de ulceracdes. Em casos de infeccdo, seria utilizado o

antibiético enrofloxacino (10mg/Kg/dia) IP até remisséo dos sinais.
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O crescimento tumoral pode causar altera¢cdes importantes na sadde e bem-
estar de alguns animais e, caso iSso ocorresse, a experimentagao seria concluida. Os
animais foram observados pelo menos uma vez por semana para avaliacdo de
qualquer um dos seguintes sinais: perda de peso/caquexia, inquietacao,
automutilacdo, mobilidade reduzida, incapacidade de permanecer em pé, alteracdo
de funcdes fisioldgicas (respiracdo, mastigacdo, degluticdo, miccdo, defecacdo ou
locomocgao), postura anormal, cianose, desidratacdo clinica e/ou prolongada
diminuic&o da ingestao de comida, atrofia muscular, sinais de letargia, diarreia cronica
ou prisdo de ventre por mais de 48 horas, sangramento ou descarga mucopurulenta
de qualquer orificio, distensdo abdominal significativa, deformidade craniana,
exoftalmia, patologia dermatoldgica. A andlise final e a decisdo de eutanasia dos
animais foram responsabilidade regulamentar, cabendo aos médicos veterinarios
responsaveis.

Como endpoints, foi levado em consideracéo o estado geral do animal (controle
de peso 1 vez por semana). O animal que perdesse mais do que 10% do peso corporal
inicial de forma aguda ou 15% do peso corporal mais lentamente; apresentasse
tamanho tumoral maior do que 1000 mm?3 e/ou ulceracdes, seria destinado a
finalizagcdo humanitaria. Aléem disso, foram considerados endpoints sinais referentes a
formacdo de metastases abdominais e toracicas como: sinais de dor como posicéo
curvada, caguexia/anorexia, desidratacdo nao responsiva a fluidoterapia (48h), ascite,
dispneia e sinais de sofrimento respiratério, por exemplo. Foi também realizada a
antecipacao de morte nos casos de sinais adversos e de sofrimento dos animais que
nao puderam ser controlados com manejo ou analgésicos, segundo as principais
normativas e recomendacdes. O método de inducdo de morte foi 0 mesmo adotado

para os procedimentos finais do projeto.

3.11 EUTANASIA, COLETA E ARMAZENAMENTO DAS PECAS

Ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados por meio de
sobredose inalatéria de isoflurano e, posteriormente, os pulmdes e figados foram
removidos. A eutandsia se deu por sobredose anestésica. O isoflurano foi vaporizado
em oxigénio a 100% (fluxo de O> de 0,5L/min) em concentracdo igual ou superior a
5%, e fornecido por via inalatéria (camara, cone nasal ou mascara facial). Os sinais

clinicos condizentes com 0bito (auséncia de movimento respiratério, auséncia de
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batimentos cardiacos, auséncia de pulsacdo, mucosas palidas e perda do reflexo
corneano) foram monitorados por um periodo adicional de 10 minutos apés a parada
respiratdria. A seguir, os pulmdes foram pesados, fotografados, fixados em solucao
de formalina a 10% tamponada, e enviados ao Nucleo de Pesquisa Béasica em
Odontologia da Faculdade de Odontologia da UFRGS para realizagdo do
processamento histopatoldgico de rotina.

3.12 ANALISE MORFOLOGICA

A partir dos blocos de parafina, foram feitos cortes histologicos de 3um para a
coloracdo de hematoxilina/eosina (HE). Os tecidos coletados foram analisados
histopatologicamente de forma descritiva. Os cortes corados em HE foram analisados
por um patologista cego para as condi¢cdes experimentais, que confirmaram a

presenca de metastases nos tecidos analisados.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Apoés a obtencédo dos dados, a avaliacao foi realizada utilizando o programa
GraphPad Prism 5.0 e os grupos comparados por teste t ou ANOVA, levando em
consideracdo que a distribuicdo dos dados foi paramétrica. O nivel de significancia

considerado foi de p < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 PILOTO

Os animais que tiveram o tempo de inoculacdo de 6 semanas e receberam a
concentracgéo celular de 1x10° apresentaram uma média de 0,5 metastases (+0,7),
enquanto os animais que foram acompanhados pelo mesmo periodo, porém com uma
concentracgéo celular de 2x10°, apresentaram uma média de 10 metastases (+12,22).
Ja os animais acompanhados por 10 semanas e com uma concentracdo celular de
1x10°, apresentaram uma média de 23,33 metastases (+17,6), enquanto os que
receberam uma concentracéo celular de 2x10° por este mesmo periodo, tiveram 27
metastases em média (+14,54).

A concentracdo celular de 2x10° e o tempo de inoculagdo de 10 semanas
possibilitaram a identificacdo de um nimero de metastases adequado, permitindo a
diferenciacao dos grupos de pesquisa. Além da analise descritiva histopatolégica, pela
coloracao HE para identificacdo do nimero de metastases (figura 4), foi realizada uma
analise qualitativa, por meio da técnica de imuno-histoquimica, para o anticorpo de
citoqueratina humana, com o objetivo de confirmar a proliferacdo das células de
carcinoma espinocelular oral nas amostras (figura 5).

Figura 4 — Amostras de tecido pulmonar coradas em HE dos animais submetidos ao
experimento com a concentracdo celular de 2x10° e o tempo de inoculacdo de 10
semanas. Descricdo: observamos a presenca ilhas de epitélio com células
pleomorficas em meio ao parénquima pulmonar. Coloracdo: Hematoxilina e eosina,
aumento original 200x.
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Figura 5 — Grupo de células epiteliais humanas coradas positivamente para o
marcador de citoqueratina humana. Coloracdo: Dab e Hematoxilina, aumento original
400x.

4.2 METASTASES PULMONARES

Para investigar se o grupo com células expostas previamente ao microambiente
acido (pH 6.8) desenvolveria diferente nimero de metastases pulmonares em
comparacao ao grupo ndo exposto ao ambiente acido (pH 7.4), os tecidos coletados
foram analisados histopatologicamente de forma descritiva por um patologista cego.
Como evidenciado na figura 6, os resultados dessa analise mostraram que a média
de metéastases do grupo pH 6.8 foi de 6,33 (+ 2,12), maior (p<0,05) do que o0 nimero
meédio de metastases do grupo pH 7.4, que foi de 3,87 (+ 2,16).
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Figura 6 — NUmero de metastases pulmonares em cada grupo.
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4.3 DISTRIBUICAO DO PESO CORPOREO

Com o objetivo de avaliar se 0s grupos expostos a microambientes com
diferentes pHs iriam apresentar alteracdes de peso ao longo do periodo de 10
semanas, foram realizadas pesagens semanais. O controle de peso serviu também
para garantir as normas descritas anteriormente em Cuidados e Controle.

Como demonstrado na figura 7, o peso dos animais de ambos os grupos se
manteve estavel durante o periodo das 10 semanas de experimento. N&o houve

diferenca estatistica entre o grupo pH 6.8 e o grupo pH 7.4.
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two-way ANOVA, p=0.198

Figura 7 — Peso corpdéreo dos animais durante 10 semanas de experimentacao.

4.4 PESO DOS PULMOES

Para comparar se ao final do experimento os animais dos diferentes grupos
irilam apresentar alteracdes no peso dos seus pulmdes, os 6rgaos foram coletados
apos a eutanasia e pesados. Além dos grupos pH 7.4 e pH 6.8, incluimos também o
grupo controle. A figura 8 apresenta um grafico com o peso dos pulmdes dos animais
dos diferentes grupos ao longo das 10 semanas. Nao houve diferenca estatistica entre

0S grupos.
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Figura 8 — Distribuicdo do peso dos pulmdes dos animais na décima semana.

4.5 PESO DOS FIGADOS

N&o foram encontradas metastases hepaticas. Para confirmar esse dado, os
figados dos animais dos diferentes grupos foram pesados também. Como
demonstrado na figura 9, a comparacéao entre os grupos controle, pH 7.4 e pH 6.8 nédo

detectou diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 9 — Distribuicdo do peso dos figados dos animais na décima semana.



28

4.6 INTERCORRENCIAS

Durante o periodo de 10 semanas, os animais foram acompanhados e
receberam todo o suporte necessério, de acordo com as normas estabelecidas. O
peso dos camundongos foi monitorado semanalmente ao longo do estudo, sem
apresentar alteracdes significativas. Quatro animais precisaram ser eutanasiados
antes do tempo previsto, pois apresentaram sinais de possivel sofrimento. Um
camundongo teve parte de sua pele e pata queimadas durante o experimento piloto,
ferimentos estes causados pela utilizacdo de bolsas quentes que tinham o objetivo de
dilatar as veias e fornecer um melhor acesso para a injecdo. Trés desses animais
foram a 6bito por complicacdes no momento da injecdo das células na veia caudal,
possivelmente por causa de embolia pulmonar pds injecdo. Além disso, uma
observagéo importante durante o estudo foi que, um dos animais do grupo pH 7.4
apresentou linfonodos aumentados (regides lombar, femoral, radial e cervical) na nona
semana de experimento, e foi acompanhado até o dia da eutanasia final, sem

apresentar sinais de sofrimento.
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5 DISCUSSAO

A mudanca de crescimento local para metastatico durante o desenvolvimento
e estabelecimento do céancer é o fator mais prejudicial quando se pensa em
prognostico (CHAFFER, WEINBERG, 2011; AMAR et al., 2013; ALECKOVIC,
MCALLISTER, POLYAK, 2019). A acidez do microambiente tumoral € um fator
considerado critico para a ocorréncia de metastases, pois proporciona as células
tumorais maiores capacidades de migracao e de resisténcia, e consequentemente,
maior agressividade tumoral. (GILLIES, GATENBY, 2007; FANG, GILLIES,
GATENBY, 2008; SMALLBONE et al. 2007; HJELMELAND et al., 2011; HUBER et al.
2017). Neste sentido, avaliar os efeitos da exposicdo a um microambiente acido no
desenvolvimento de metastases pulmonares de células de carcinoma espinocelular
oral contribui para o entendimento do comportamento tumoral e para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Os principais achados deste estudo evidenciam que, os efeitos da exposi¢cao
de células de carcinoma espinocelular oral (SCC-4) a um microambiente acido (grupo
pH 6.8), resultaram em maior desenvolvimento de metastases pulmonares in vivo,
guando em comparacao aquelas nao expostas ao microambiente acido (grupo pH 7.4)
(figura 6). Este achado corrobora com estudos prévios, que evidenciam maior
incidéncia de metastases em tumores de pancreas e pulmdo expostos ao
microambiente acido (DENG et al. 2015; SUZUKI et al., 2014).

A metodologia desenvolvida neste estudo, nunca realizada antes com
camundongos Balbc/nude em associacdo com a linhagem celular de carcinoma
espinocelular oral (SCC-4), mostrou-se viavel, permitindo a analise da capacidade
celular no desenvolvimento metastatico, ndo afetando o peso corporal e sugerindo
guase ou nenhum sofrimento aos animais. A técnica de injecdo intravenosa das
células neoplasicas resultou em metastases diretamente nos pulmdes, no entanto,
apenas metastases microscopicas foram observadas, e ndo macroscépicas, como
observadas em experimentos com outras linhagens tumorais (ELKIN, VLODAVSKY,
2001). Além disso, um periodo maior de acompanhamento foi necessario, de 10
semanas, sendo que em outras linhagens o tempo médio varia entre 2 e 8 semanas
(ELKIN, VLODAVSKY, 2001; CAl et al., 2018; ZHONG et al., 2020). Essa variacdo no
tempo de acompanhamento pode ser devido a uma menor capacidade metastatica

intrinseca da linhagem estudada, quando em comparacéao as estudadas previamente.



30

Os pulmdes foram coletados por serem o sitio de maior acometimento de
metéstases, levando em consideracédo a injecdo intravenosa de células neoplasicas e
0 proprio sistema circulatorio (ELKIN, VLODAVSKY, 2001). Além da avaliacdo do
parénquima pulmonar na analise da capacidade celular no desenvolvimento e
estabelecimento de metéstases a distancia, optou-se por coletar e avaliar também os
figados (SONG et al., 2015), que ndo apresentaram alteracdes. A distribuicdo do peso
corporal, o peso dos pulmdes e o peso dos figados ndo apresentaram diferenca
estatistica.

O pH extracelular acido tumoral reduz o pH intracelular das células imunes,
afetando as vias de sinalizacao, e assim, inibindo a ativacéo e proliferacao de células
CD4, CD8, NK, NKT e células dendriticas. A acidificacdo causa também apoptose em
linfocitos CD8 e células NK, o que contribui para a evasao imunologica. (ROMERO-
GARCIA et al., 2016; LA CRUZ-LOPEZ et al., 2019). Ainda, a acidose tumoral é capaz
de modular a sensibilidade a terapia antineoplasica através da criacdo de uma barreira
guimica para medicamentos (KOLOSENKO et al., 2017; VIKLUND; AVNET; DE
MILITO, 2017).

Pensando nisso, a manipulacdo da acidose extracelular vem sendo estudada
como alternativa terapéutica, mostrando reducéo na incidéncia e no crescimento de
metastases em casos de cancer de prostata (HASHIM et al., 2011; ROBEY et al.,
2009; IBRAHIM-HASHIM; ESTRELLA, 2019). Alem disso, ferramentas de diagnostico
desenvolvidas in vivo para detectar baixo pH tecidual tém se mostrado promissoras
(FENDOS; ENGELMAN, 2012; TAPMEIER et al., 2015). O uso de tampdes nédo
volateis tem apresentado eficacia em estudos in vivo, reduzindo o numero de
metastases e aumentando a sobrevida (ROBEY et al., 2009). Levando tudo em
consideracdo, a manipulacdo da acidose tumoral e a acidose tumoral como um
biomarcador se apresentam como um alvo promissor para novos e mais eficazes

tratamentos.
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6 CONCLUSAO

Com os estudos prévios e os resultados do presente estudo, podemos concluir
gue o modelo experimental utilizado é valido para esse tipo de analise e que as células
de carcinoma espinocelular oral (SCC-4) expostas ao microambiente acido (pH 6.8)

apresentam maior capacidade metastatica pulmonar in vivo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A compreensao mais completa dos mecanismos de carcinogénese vem sendo
buscada nas investigacfes cientificas. Diversos estudos tém sido realizados com o
intuito de entender o processo de desenvolvimento tumoral e suas complexidades em
relacdo a acidez tumoral. Pesquisas mostraram que o pH acido do meio extracelular
de tumores esta diretamente relacionado a agressividade tumoral, aumentando a
incidéncia de metastases e protegendo as células tumorais da resposta imune. No
presente trabalho, foi possivel desenvolver uma metodologia de pesquisa viavel,
evidenciando as contribuicdes do microambiente tumoral em rela¢éo a tumorigénese.

Como resultado, o grupo com as células de carcinoma espinocelular (SCC-4)
expostas previamente ao microambiente com pH acido, desenvolveu maior nimero
de metastases pulmonares do que o grupo em que as células permaneceram em pH
neutro. A presenca do microambiente acido possui correlagdo com maior
agressividade tumoral, conferindo significante vantagem proliferativa celular.

Dentre as limitacdes do estudo, deve-se ressaltar que é um estudo in vivo e
realizado com apenas um tipo de linhagem celular. Os dados obtidos a partir desse
experimento podem nao reproduzir fielmente a complexidade do mecanismo tumoral.

Como perspectivas futuras, destaca-se a realizacdo deste estudo utilizando
outras linhagens celulares de carcinoma espinocelular, expostas previamente a pHs

acidos e neutros, em associacao ou nado, e por diferentes periodos.
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