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Box-plot (grafico A) representando os niveis de PGE, presentes na cavidade peritoneal
1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculacio de 1x10° células de TAE em camundongos
tratados com indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os
animais ndo portadores de TAE tratados com indometacina estdo representados como
INDO=G3 e o0s animais ndo portadores de TAE tratados com diluente como DILU=GA4.
O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o tragco horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribui¢do dos dados, respectivamente. Os grupos
sdo constituidos de 5 a 8 animais. O grafico B representa os valores de mediana obtidos
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Box-plot (gréafico A) representando os niveis de IL-1a presentes na cavidade peritoneal
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INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente como DILU=GA4.
O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos
sdo congtituidos de 6 a 21 animais. O grafico B representa os valores de mediana
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Box-plot (grafico A) representando os niveis de IL-2 presentes na cavidade peritoneal 1,
3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculacdo de 1x10° células de TAE em camundongos tratados
com indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais
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guadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o traco horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
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guadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o tragco horizontal a
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Box-plot (gréfico A) representando os niveis de |L-10 presentes na cavidade peritoneal
1, 3, 6, 10 e 13 dias ap6s a inoculacdo de 1x10° células de TAE em camundongos
tratados com indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os
animais ndo portadores de TAE tratados com indometacina estéo representados como
INDO=G3 e o0s animais ndo portadores de TAE tratados com diluente como DILU=GA4.
O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribui¢go dos dados, respectivamente. Os grupos
sdo constituidos de 6 a 21 animais. O grafico B representa os valores de mediana
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Box-plot (gréfico A) representando os niveis de |L-13 presentes na cavidade peritoneal
1, 3, 6, 10 e 13 dias ap6s a inoculacdo de 1x10° células de TAE em camundongos
tratados @m indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os
animais ndo portadores de TAE tratados com indometacina estao representados como
INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente como DILU=GA4.
O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o traco horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribui¢go dos dados, respectivamente. Os grupos
sdo constituidos de 6 a 21 animais. O grafico B representa os valores de mediana
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Andlise de correlagdo entre eosindfilo e os mediadores quimicos obtidos nos animais
portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina e nos animais ndo portadores de
TAE tratados ou ndo com indometacina nos 1°, 3, 6°, 10° e 13° dias de experimento. Os
resultados apresentados representam o coeficiente e correlagcdo e o valor de p. A
correlagdo € considerada significativa quando p € menor ou igua a 0,05.
Andlise de correlacdo entre bastonete neutréfilo e os mediadores quimicos obtidos nos
animais portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina e nos animais ndo
portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina nos L, 3, €, 10° e 13° dias de
experimento. Os resultados apresentados representam o coeficiente de correlagéo e o
valor de p. A correlagéo é considerada significativa quando p é menor ou igua a 0,05.
Andlise de correlacdo entre mondcito/macréfago e os mediadores quimicos obtidos nos
animais portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina e nos animais ndo
portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina nos L, 3, €, 10° e 13° dias de
experimento. Os resultados apresentados representam o coeficiente de correlacéo e o
valor de p. A correlagéo é considerada significativa quando p é menor ou igua a 0,05.
Andlise de correlagdo entre linfécito e os mediadores quimicos obtidos nos animais
portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina enos animais ndo portadores de
TAE tratados ou ndo com indometacina nos 1°, 3, 6°, 10° e 13° dias de experimento. Os
resultados apresentados representam o coeficiente de correlagdo e o valor de p. A
correlagdo € considerada significativa quando p € menor ou igua a 0,05.
Andlise de correlagdo entre célula mesotelial e os mediadores quimicos obtidos nos
animais portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina e nos animais ndo
portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina nos L, 3, €, 10° e 13° dias de
experimento. Os resultados apresentados representam o coeficiente de correlacéo e o
valor de p. A correlagdo é considerada significativa quando p € menor ou igua a
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1. INTRODUCAO

Desde 0 século passado véarios pesguisadores, entre eles, Paul
Ehrlich (1906), vém estudando a evolugdo tumoral. Com este intuito,
foi fundamental a obtencdo de varios tipos de tumores transplantéveis
em animais, comprovando a importancia da reacéo inflamatéria e da
imuni dade especifica na relacdo hospedeiro-tumor.

Embora a presenca em neoplasias de infiltrado inflamatorio,
constituido de macrofagos, linfécitos e leucdcitos polimorfonucl eares,
sgja descrita ha muito tempo pelos patologistas, seu significado clinico
e biologico na evolucao tumora ainda ndo foi totalmente esclarecido.

Sob este aspecto, Mahoney & Leighton (1961) foram os
primeiros a demonstrar que o tecido neoplésico apresentava uma
reacdo inflamatdria de menor intensidade que cs tecidos normais. Os
autores, passando um fio de algoddo pelo estroma de varias
neoplasias, mostraram que no tecido tumoral a inflamacéo era
significantemente reduzida em comparacdo a observada em tecido
norma no mesmo anima. A partir dessa comunicacdo, muitos
pesquisadores demonstraram um efeito anti-inflamatorio por parte das
céulas neoplasicas (Fauve et da.1974; Snyderman et d., 1976;
Nathan,1979; Fecchio et a.,1990).

Diversas respostas fisiologicas e patofisiologicas, incluindo o
crescimento € a promocdo tumorais, s80 moduladas por varios
metabolitos do &cido araquidonico (Noguchi et a., 1995; Ara &
Teicher, 1996). As prostaglandinas (PGs), tromboxanas (TXSs),
prostaciclinas e adeidos mabnicos sdo derivados do é&cido
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araquidonico, oriundo de fosfolipideos da membrana celular sob a
acao da enzima cicloxigenase (COX). A prostaglandina E (PGE;) € o
eicosandide  predominantemente  detectado em  processos
inflamatdrios. Por este fato, € possivel que produtos liberados durante
a inflamac&o direcionem a via enzimética para este produto (Ara &
Teicher, 1996). Apesar da natureza quimica dos fatores
Imunossupressores detectados em camundongos portadores de
tumores ndo estar totalmente esclarecida, ha evidéncias de que
produtos do metabolismo do &cido aragquidénico, principa mente PGE,
(Capdevila et d., 1992), estggam envolvidos na supresséo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro frente ap crescimento neoplasico
(Ara& Teicher, 1996; Raz et d., 2000).

Prostaglandinas agem como importantes mediadores da
inflamacéo pelo fato de regularem as funcbes de células, tais como
linfocitos, clulas natural killer (NK) e macréfagos, que participam
das respostas inflamatéria e imune. Macréfagos produzem PGs e sdo
também afetados por elas, sendo estimulados, quando em repouso, e
inibidos, quando ativados (Ara & Teicher, 1996). Ou sga, as PGs
podem afetar a atividade tumoricida de formas diferentes, dependendo
do estado da ativagéo do macréfago. Contudo, a maioria dos estudos
relacionados ao efeito das PGs sobre a fungdo dos macrofagos
indicam que a PGE, possui acdo inibitéria (Balch et al, 1984). Ainda,
a PGE, inlbe a expressio de antigenos do Complexo de
Histocompatibilidade Principa (MHC) classe II na membrana de
macrofagos, afetando sua interacdo com células T e inibe a atividade
de cdulas matadoras ativadas por linfocina (LAK) e céulas NK,



L B Gentile Introducdo 11

comprometendo a resposta imune (Gehard et d., 1988; Baxevanis et
a., 1993).

Em relagdo a resposta imune, as cdlulas T CD4 murinas se
diferenciam, sob ativacdo, em cdlulas T auxiliadoras de padréol (Thl)
gue produzem IL-2 e IFNg, ou em células T auxiliadoras de padréo 2
(Th2) que produzem IL-4 e IL-5. Como resultado dessa diferenca nos
padrdes de citocinas, os dois tipos de células estéo associadas com
fungbes diferentes. As cdulas Thl mediam citotoxicidade e
hipersensibilidade do tipo tardia, a0 passo que células Th2 induzem a
ativacdo de cdlulas B, particularmente estimulando a secregéo de 1gG1
e IgE (Betz & Fox, 1991). Acredita-se que um dos mecanismos de
regulacéo da atividade de cdlulas Th sga por sinais derivados de
células apresentadoras de antigeno (APC) (Betz & Fox, 1991). Um
imunomodulador secretado pela APC é a PGE,, que possui efeitos
multiplos sobre 0 sistema imune, incluindo inibicdo da producéo de
IL-2 e IFNg, inibicdo da proliferacdo de cdlulas T e inibicdo da
producdo de IL-1 e TNFa por parte de macrofagos (Kunkel et al.,
1986; Betz & Fox, 1991).

Em neoplasias, ha intrincadas relacbes entre as populacoes
celulares inflamatdria e imune, cdulas neoplasicas e mediadores
guimicos liberados a distancia ou localmente.

Estudos histol 6gicos e por citometria de fluxo demonstram que
neoplasas mamérias humanas sdo infiltradas por populactes
heterogéneas de células imunes, constituidas por diferentes proporcoes
de cdulas T, células B, células NK e macrofagos (Wong et ., 1998).
O gstema imune € capaz de responder ao cancer de mama pela
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ativacdo de leucdcitos intratumorais, regionais e sistémicos, sendo que
a presenca de leucocitos na massa tumoral tem sido associada com um
prognogtico favoravel ao paciente em aguns estudos (Black &
Barclay, 1975; Wong et a., 1998).

Wong et d. (1998) avaliaram a producéo de citocinas de padréo
Thl e Th2 em populagbes leucocitarias intratumorais, em linfonodos
axilares e no sangue periférico em pacientes com cancer de mama. Os
resultados mostraram que as citocinas de padréo Thl foram o tipo
predominante produzido pelas cdlulas T estimuladas para cada
populacdo, com diferenca estatisticamente maior para IFNg em células
T intratumorais. Entretanto, células T dos linfonodos e do sangue
periférico apresentaram proporcéo significativamente maior de IL-2,
demonstrando que ha diferencas na capacidade de leucocitos de vérios
locais anatdmicos de pacientes com cancer de mama em sintetizar
citocinas imunoestimulatorias e mediar a citotoxicidade as céulas
tumorais.

Diversos estudos sobre os mecanismos pelos quais os tumores
evadem a resposta imune estdo sendo realizados. Tais mecanismos
incluem a n&o expressao de antigenos tumorais (Marzo et al., 1999), a
sub-regulacio de moléculas de superficie do MHC (Ogmundsdottir et
al., 1995), falta de moléculas coestimulatérias (Townsend & Alisson,
1993), producdo de fatores supressores e inversdo na proporcao
CD4/CD8 de células T infiltradas em neoplasias (Sheu et al., 1999).

Os tumores podem produzir citocinas e fatores de crescimento,
gue influenciam a funcéo de cdlulas inflamatorias e imunes. Muitos

mediadores quimicos produzidos pelas células neoplésicas, como
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IL-4, IL-6, IL-10 e PGE,, suprimem a atividade citotoxica de
macréfagos ativados e inibem sua migracdo em direcdo ao estimulo
guimiotatico e adesdo as céulas endotdiais (Elgert et a., 1998;
Zeidler et a., 2000). Além disso, as préprias células T produzem
citocinas de padréo Th2 em carcinomas, suprimindo a resposta de
padrdo Thl especifica para tumores. Entre estas citocinas estdo alL-4
e alL-10, que inibem a ativacdo de cdlulas T por internédio de IL-2,
inibem a producdo de TNF-a e IL-1b pelos macréfagos e subregulam
a producéo de citocinas pelas cdulas T CD4 (Yamamuraet d., 1993).

A participagdo das PGs no crescimento tumoral foi confirmada
por varios pesquisadores, que utilizaram diversos tumores
experimentais, tais como Sarcoma de Moleney (Humes et d., 1974,
Strausser & Humes, 1975); mastocitoma P815 e carcinoma de Lewis
(Hid et d., 1976); fibrosarcoma induzido por metilcolantreno (Lynch
et d., 1978); carcinoma maméio (Bennet et a., 1979) e Tumor
Ascitico de Ehrlich (Sato et al., 1992).

O uso de drogas anti-inflamatorias ndo esterdides (NSAIDS)
tém sido associadas a reducdo do risco de diversos tipos de tumores,
em humanos, entre eles, os de mama, pulmao, cabega, pescoco (Ara &
Teicher, 1996) e cdlon (Marnett, 1992; Ara & Teicher, 1996;
Patrignani, 2000). Tilden & Balch (1981) relataram aumento da
resposta imune em pacientes com melanoma tratados com
indometacina, um inibidor inespecifico da cicloxigenase,
independente da influencia do estagio da doenca ou idade.
Vanderveen et d. (1986) também verificaram tal associacéo das PGs

em carcinoma de célula basal. Constatou-se, ainda, que em pacientes



L B Gentile Introducdo 14

com cancer de colon a presenca de metastases e a avancada faixa
etéaria eram acompanhadas pela depressdo da resposta imune. Os
linfécitos destes pacientes apresentavam reducdo na resposta
proliferativa a fitohemaglutinina; sendo esta supressdo revertida pela
adicdo de indometacina a cultura. Os autores também detectaram a
producdo de altos niveis de PGE, por mondcitos nestes pacientes
(Bach et a., 1984). Ainda, Natargan et d. (2000) demonstraram que
a indometacina aterava o perfil fosfolipidico das células malignas de
cancer de mama para um fendtipo fosfolipidico nd maligno,
sugerindo que tal ateracdo poderia estar relacionada a mudangas da
via COX-1/COX-2.

Em relacdo aos tumores experimentais, Rahal et a., em 1992,
estudando as mudancas nas populacdes de linfocitos nulos, NK1.1+ e
Thyllo nas medulas Gsseas de camundongos portadores de Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE), verificaram que o nimero de linfocitos
Thyllo aumentou em pardelo com o de céulas nulas, durante o
crescimento do TAE. Quando os animais eram tratados com
indometacina verificou-se reversdo na queda brusca da expanséo de
linfécitos nulos na segunda fase da resposta ao crescimento tumoral,
sugerindo que a expansdo inicial destas células na medula 0ssea pode
ser limitada pela producédo de PGE,, que pode suprimir a atividade de
clulas NK contra uma variedade de cdulas tumorais inibindo a
producéo de IL-2, essencial para o desenvolvimento destas células.

Em camundongos imunizados com cdlulas tumorais irradiadas
e, em seguida, desafiados com células de carcinoma pulmonar (3LL) e
mamério (4T1), constatou-se que o tratamento com indometacina,
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durante a imunizacdo e 0 desafio, proporcionou aos animas
desenvolverem uma imunidade antitumor as células de carcinomas
murinos, que continham ata concentracdo de PGE, enddgena,
sugerindo uma correlacdo entre esta concentragéo e a propriedade da
Indometacina em induzir imunidade contra o tumor (Morecki et a.,
2000).

Porém, nem sempre a inibicdo na sintese de PGs retarda o
crescimento dos tumores experimentails e implementa a resposta
antitumoral dos animais. Santoro et al. (1976) observaram que a
indometacina, estimula o crescimento de melanoma B-16 de
camundongos in vivo e in vitro. O mesmo grupo de pesguisadores, em
trabalho posterior, demonstrou que a administracdo de andogo de
PGE, a camundongos inoculados com melanoma B-16 retardou o
aparecimento do tumor, inibiu 0 crescimento tumora e prolongou a
sobrevida dos animais (Santoro et al., 1977). Favdli et d. (1980), nas
mesmas condigcdes experimentais, verificaram que o tratamento com
PGE, de camundongos com o melanoma B-16 implementavam as
respostas imune humoral e celular.

Uma vez que PGs modulam a atividade funciona de células
inflamatdrias e imunes, tais mediadores lipidicos, consequentemente,
influenciam a sintese e secrecéo de citocinas.

As citocinas fazem pate de uma familia complexa de
mediadores que influenciam muitos aspectos da biologia ceular
tumoral. Por isso, modelos experimentais animais so utilizados cada
vez mais na tentativa de elucidar os efeitos destes mediadores sobre o
microambiente tissular, pois as citocinas podem ser usadas como
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agentes tergpéuticos ou sd0 produzidas locamente durante a
carcinogénese, sendo capazes de agir sobre as células neoplasicas,
sobre 0 estroma tumoral ou sobre o préprio hospedeiro (Burke, 1999).
Citocinas como TNF-a, IL-1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13, podem
atuar como inibidoras do crescimento tumoral ou mesmo servir como
fator de crescimento para células neoplasicas.

Uma destas citocinas € o TNF-a, que é produzido
principamente por macrofagos Este mediador € responsavel pela
inducdo de necrose hemorragica de certos tumores transplantaveis in
Vivo, como € o caso do fibrosarcoma Meth A, adenocarcinoma Colon
26 e sarcoma180; porém, ha evidéncias de que a atividade
antitumoral € mediada por mudancas vasculares e € efetiva contra
tumores sdlidos, enquanto que tumores intraperitoneais, como o tumor
de Ehrlich, sdo resstentes ao efeito citotoxico (Manda et al., 1987).
Alguns tumores sblidos, como o carcinoma de mama ZR-75-1,
também sf0 resistentes a este efeito citotdxico (Spriggs et al., 1987).
Na tentativa do uso do TNF-a como agente terapéutico observou-se
gue a exposicdo prolongada a este mediador pode restringir o
crescimento tumoral, mas 0s animais acabam por sucumbir a caguexia
causada pela toxicidade crénica do TNF-a (Tracey, 1994). O €efeito
citotéxico do TNF-a nem sempre é direto, como foi demonstrado por
Alleva et d., em 1993, que veificar)am que a supresséo imune
Induzida pela citocina foi causada pelo aumento na producdo de PGE;
por parte dos macréfagos.

A IL-1a é uma citocina produzida por diversos tipos celulares,

entre eles, macréfagos, mondcitos, neutrofilos, fibroblastos e
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linfécitos B e T, e que tem importante participacdo na resposta

inflamatoria atuando na inducéo de IL-8 e na migracdo de neutrdéfilos

e macrofagos (Dinarello, 1996). E descrito em literatura que a IL-1a
atua sobre diversos tipos de tumores como fator estimulatério de
crescimento e diferenciacdo (Onozaki et a., 1987). Além disso, a IL-
la exerce efeito anti-proliferativo em diferentes linhagens de células
malignas, dentre elas o carcinoma mamario, de tiredide, cervicd,
cdulas leucémicas e melanomas (Kimura et al., 1992; Danforth &
Sgagias, 1993). Nozaki et a. (2000) demonstraram que a IL-la
derivada de células de cancer de mama possui importante funcéo na
expressdo de genes pro-metastaticos nas células neoplésicas,
evidenciando seu papel nainvasdo e metastase de cancer de mama.
Produzida pelas c8lulas T CD4 e, em menor quantidade, pelas
clulas T CDS8, a IL-2 atua nestas células como um fator de
crescimento autocrino e paracrino. As cdlulas T CD4 secretam tal
citocina, que funciona como seu fator de crescimento autocrino e
estimula a proliferacéo e diferenciacdo das cdlulas T CD8. Assm, as
cdulas T CD4 funcionam como auxiliares para o desenvolvimento das
células T citoliticas (Abbas et a., 2000). Ainda, a IL-2 estimula o
crescimento das células NK e facilita sua agdo citolitica, produzindo
as cdulas matadoras ativadas por linfocinas (LAK) (Margolin, 2000).
Em estudo com pacientes com cancer de bexiga verificou-se que a
proliferacdo de células LAK induzida por IL-2 era inibida pela PGE,
produzida pelas células mononucleares e células neoplasicas (Wang et
a., 1997). Outro aspecto da importancia da IL-2 € seu uso na
imunoterapia para 0 cancer, ha diversos trabalhos constatando sua
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eficacia no tratamento de tumores humanos, como carcinomas de
céulas renais (Bdldegrun et d., 1988; Lee et d., 1998; Margalin,
2000), melanoma metastaticos (Rosenberg et al., 1988; Lee et 4.,
1998) e de tumores murinos, como o Tumor Ascitico de Ehrlich (Lala
et d., 1990) e o meanoma B16F10 (Lada & Parhar, 1988).

A IL-4 é uma citocina pleiotropica produzida por mastécitos e
cdlulas T, que apresenta como principais efeitos biolégicos a
diferenciacéo de célulasT CD4 em subpopulacdo Th2, diferenciacdo
de células B e estimulo a producdo de IgE (Liles & Van Voorhis,
1995). Esta citocina apresenta potencia atividade antitumoral, que é
representada pela sua capacidade em inibir o crescimento de céulas
de céncer de mama e de ovério pela inducdo de apoptose, em
estimular a capacidade funcional de céulas dendriticas em pacientes
com tumores maignos metastaticos e em inibir a adesdo célula-cdula
pela subregulacdo de moléculas de adesio em cancer de cdlon
(Gabrilovich et d., 1997; Gooch et d., 1998; Kanai et d., 2000; Roth
et a., 2000).

Produzida por macrofagos, monocitos, cdulas T, fibroblastos,
céulas endotdiais e mastocitos, a IL-6 é uma citocina multifunciona
gue regula a resposta imune, reagoes de fase aguda e hematopoiese
(Hirano, 1994; Liles & Van Voorhis, 1995). Certos tumores de origem
humana, entre eles 0 mieloma multiplo (Treon & Anderson, 1998), o
carcinoma oral de células escamosas (Nakano et a., 1999), carcinoma
de ovario (Watson et d., 1990), carcinoma de prostata (Siegal et d.,
1990) e glioblastoma (Van Meir et d., 1990) produzem quantidades
ggnificativas de IL-6.
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Chen et a. (1999) estudando pacientes com carcinoma cervica
de células escamosas detectaram IL-1a, IL-6 e IL-8 no tumor in Situ.
Neste mesmo estudo, demonstraram alta producdo de IL-6, IL-8 e
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) no sobrenadante
das células neoplasicas cultivadas in vitro. Os autores sugerem que a
elevacdo cronica de IL-6 pode promover irresponsividade imune,
caguexia e hipercalcemia, que sdo sinais observados em pacientes com
carcinoma de céulas escamosas que possuem  prognéstico
desfavoravel.

Outra citocina também relacionada com subpopul acOes
celulares em neoplasas € a IL-10, que pode ser produzida por
macrofagos, cdulas T, queratinécitos e células B. Esta citocina possui
propriedades imunosupressoras, bloqueando a resposta imune de
padréo Thl especifica para tumores. Halak et a. (1999) demonstraram
gue células de carcinoma murino de bexiga podem produzir IL-10
como forma de escape evitando a destruicdo pelo Sistema Imune. Ha
trabalhos demonstrando que células de cancer de pulméo e de bexiga
em humanos induzem a producdo de IL-10 pelas céulas T, por via
mediada por PGE, (Sharma et al., 1999; Haak et d., 1999).
Meénétrier-Caux Et al., em 1999, observaram alta producéo de IL-10 e
PGE, por parte de mondcitos em carcinomas de células renais, tais
mediadores subregulariam a expressdo de moléculas de superficie
envolvidas na apresentacdo de antigenos tumorais.

A IL-13 é produzida principalmente pelas células Th2 CD4 e
entre outras funcbes, estimula a proliferacdo de células B e T

citotoxicas, ativa a expressao de antigenos MHC classe 11, controla a
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proliferacéo e atividade de eosindfilos e mastocitos e inibe a producdo
de citocinas (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a) por mondcitos ativados. Uma
das fungdes da IL-13, em humanos, € a inibicdo da proliferacéo e
crescimento clonal de células de cancer de mama (Blais et d., 1996;
Serve et d., 1996). A IL-13 possui acdo sobre a adesdo de células de
cancer de colon humano, inibindo a adesdo de célula-cdula pela
subregulacdo de moléculas de adesdo, como a E-caderina e o antigeno
carcinoembriénico (Kanai et al., 2000). Outro aspecto das acbes
biologicas da IL-13 é sua relagdo com células dendriticas. As células
dendriticas sdo células apresentadoras de antigeno de uso terapéutico
em tumores humanos. Muitos estudos recentes avaliam a possibilidade
da geracéo ex vivo de grandes quantidades de células dendriticas com
alta capacidade de apresentacéo de antigeno a partir de culturas de
progenitores de sangue periférico ou da medula 6ssea. Um grupo de
pesguisadores demonstrou que células cultivadas na presenca de GM-
CSF e IL-13 possuiam maior capacidade para apresentar antigenos a
linfécitos autdlogos e estimular linfocitos T alogénicos. Este efeito foi
maior do que o observado com células altivadas com GM-CSF e
TNF-a (Lopez et d., 1997). H4 também influéncia desta citocina
sobre a producédo de PGE, em polimorfonucleares humanos, poisalLl-
13 eleva a producéo de PGE, por aumentar a atividade da enzima
COX-2 (Yuet dl., 1998).

Uma neoplasa que vem sendo muito utilizada como modelo
experimental € o tumor de Ehrlich, que foi um dos primeiros tumores
transplantéveis a serem descritos na literatura.
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O tumor de Ehrlich surgiu no final do século passado e foi
descrito como tumor maméario espontaneo de camundongos e mantido
em animais de laboratorio pela transplantagdo sucessiva no tecido
subcutaneo (Ehrlich & Apolant, 1905).

Em 1932, Loewenthal & Jahn descreveram que células obtidas
do tumor de Ehrlich quando implantadas na cavidade peritoneal, eram
capazes de crescer em suspensdo no fluido ascitico. A partir deste
trabalho, vérias linhagens do tumor de Ehrlich solido foram
transformadas em tumor ascitico, e mantidas pela passagem
intraperitoneal das cdlulas neoplasicas (Klein & Klein, 1951). Esse
tumor apresenta a caracteristica de se desenvolver em qualquer
linhagem de camundongos (Sugiura, 1965). Foi demonstrado que a
linhagem de camundongos CAF; (originéria do cruzamento Balb/c e
AlJ) apresentam resisténcia ao tumor de Ehrlich e que isto esta
rlacionado a capacidade desses animais em produzir e sustentar uma
resposta inflamatéria ao tumor (Bergami et a., 1996).

O tumor de Ehrlich na sua forma ascitica possui, geramente,
100% de crescimento, ndo regredindo espontaneamente. Apos a
inoculacdo intraperitoneal de fluido ascitico fresco contendo cerca de
um milh&o de células neoplésicas, os camundongos apresentam cerca
de 5 a 20 mL de liquido ascitico leitoso ou hemorrégico em 7 a 14
dias, vindo amorrer em 10 a 20 dias. Quando o liquido ascitico fresco
(0,1 mL contendo cerca de um milh& de céulas neoplasicas) é
injetado dentro da cavidade peritoneal de camundongos, as células
proliferam nas superficies do peritdneo viscerd e parietal. Durante os
primeiros 3 dias ndo sdo observados nem ascite ou pequenos nddul os
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tumorais. Porém, ao final do 4 dia de crescimento tumora, ha uma
peguena quantidade de liquido ascitico, cercade 1,0 mL. Por volta do
7° dia os camundongos mostram uma leve a moderada dilatagdo
abdominal, apresentando de 2 a 7 mL de liquido branco leitoso na
cavidade peritoned e pelo 14° dia, a maioria dos animais mostra
moderada a intensa distensdo abdominal, tendo de 5 a 25 mL de
liquido. N&o h& metéstase no coragdo, rins, adrenais, figado ou baco
(Sugiura, 1965).

Revendo na literatura estudos sobre arelacdo entre o hospedeiro
e aevolugdo do tumor de Ehrlich, ndo encontramos grande nimero de
trabalhos avaliando a resposta inflamatéria de modo sistemético.

Lala, em 1974, estudando animais portadores do tumor de
Ehrlich em sua forma ascitica, demonstrou que a evolucéo tumoral
era acompanhada pelo influxo de leucdcitos polimorfonucleares,
mondcitos e linfécitos da corrente sanguinea para a cavidade
peritoned.

O mesmo grupo (Lala et a.,1985) trabahando com o Tumor
Ascitico de Ehrlich (TAE) em camundongos CBA observaram que,
apos 3 dias do implante, a atividade citotoxica de cdulas NK atingia
um pico coincidente com a elevacdo do numero de células NK. Esta
atividade declinou em torno do séimo dia, enquanto que o nUMero
destas céulas ainda se encontrava elevado. Esta reducéo na atividade
NK foi revertida pelo tratamento com indometacina in vitro, sugerindo
a participacéo de PGs. Por outro lado, o tratamento de animais
portadores de TAE com indometacina in vivo ndo promoveu efeito
sobre a atividade de células NK. (Constantino,1998).
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Em 1988, Parhar & Lala verificaram que macrofagos obtidos de
camundongos portadores de TAE exerciam efeito pansupressor contra
a ativagdo de todas as linhagens celulares efetoras tumoricidas
incluindo as c8lulas KAL, NK, T e macréfagos. Tal efeito era anulado
totalmente pela adicdo as culturas de indometacina ou anticorpo
monoclona anti-PGE,, indicando que este processo € mediado pela
PGE,.

Fecchio et a. (1990) demonstraram que o TAE induz
sgnificante liberacdo de PGE, um dia apds o implante intraperitoneal
das células tumorais, que se mantém até o décimo dia de evolucéo
neoplasica. Ainda, o implante do TAE n&o estimula os macréfagos
peritoneals, em nenhum dos tempos avaiados. Os autores sugerem
gue a PGE, exerce uma retroalimentacdo negativa sobre ativacéo de
macrofagos; contudo, a origem desta PGE,, se das células tumorais ou
dos macrofagos, é desconhecida.

Constantino (1998) observou que o tratamento com
indometacina de camundongos portadores de TAE inibe o crescimento
neoplasico e promove aumento significativo no influxo de leucocitos
polimorfonucleares e mononucleares, mas n&o afeta a atividade de
cdulas NK.
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2. OBJETIVOS

Pelo exposto, o objetivo deste trabalho sera avdiar o
envolvimento da PGE, na evolucdo do TAE, caracterizando as

diversas populagdes celulares na cavidade peritoneal e avaliando a

secrecao de lL-1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e TNF-a.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Suicos,
machos, com idade entre 30 e 45 dias e peso médio de 35g,
procedentes do Biotério Central da Universidade de Campinas - S&o
Paulo.

Durante a fase experimenta os animais foram mantidos no
Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
UNESP-Campus de Botucatu, recebendo racéo balanceada e é&gua ad

libitum.
3.2. Neoplasia

Neste estudo foi empregado o tumor de Ehrlich, mantido no
Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina -
UNESP - Campus de Botucatu. As células neoplésicas foram mantidas
in vivo por repiques semanais em camundongos Suicos, pelo implante
de 10" cdulas tumorais por via intraperitoneal. Na obtencdo de
indculos para implante do tumor, o fluido ascitico foi retirado, por
puncéo da cavidade peritoneal, e a suspensao lavada por duas vezes
em solucdo salina tamponada estéril apirogénica (1500 rpm, por 10
minutos). A determinacdo do nimero total de células neoplésicas foi
redizada através da contagem em camara de Neubauer, e a

concentracao desglada foi obtida mediante diluicdo em salina.
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3.3. Testeda viabilidade celular

Com o0 objetivo de se determinar a viabilidade celular, a um
volume de suspensdo de céulas foi acrescido um volume de Azul de
Tripan, na concentracéo de 0,2%. A seguir, uma gota da suspensao foi
colocada entre lamina e laminula, e procedida a contagem percentual,
considerando-se vivas as cdlulas que excluiram o corante e mortas as
gue o incorporaram. O percentua de células vivas foi determinado
através de contagem de 200 células. Em todos os protocolos foram
empregadas somente as suspensbes que apresentarem viabilidade

superior a 95%.

3.4. Determinacdo do numero total e contagem diferencial de

células presentes na cavidade peritoneal

Na avaliacdo do numero total de céulas, cada amostra de
suspensdo peritonea foi fixada em cristal violeta a 0,5% em &cido
acético glaciad a 30% e o numero total de cdulas foi determinado
mediante contagem em Camara de Neubauer.

Para 0 estudo das populagdes celulares, aliquotas de 0,3 ml de
cada suspensao, ajustadas para 2x10° cdulas/ml, foram colocadas em
laminas e, apds citocentrifugacdo a 600 rpm por 3 minutos, receberam
fixacdo em metanol absoluto por 5 minutos, sendo coradas por
Giemsa, paa a redizagd da contagem diferencid de cédulas
nucleadas. As céulas identificadas foram os bastonetes neutrofilos,
neutréfilos  segmentados, linfocitos, mondcitos e  macrofagos,
eosinofilos, basofilos, células mesoteliais e células neoplasicas.
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3.5. Determinacéo do perfil de citocinas

A deteccdo e quantificacdo de cada citocina foram feitas pela
técnica do Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sanduiche
direto. O protocolo usado para cada citocina foi composto dos
mesmos procedimentos com diferencas apenas nas concentragdes dos
anticorpos de captura e biotinilados, que variavam em suas diluicdes
para cada citocina, de acordo com as padronizagbes. Tais
concentragOes estavam nas faixas recomendadas pelo fabricante (R&D
Systems). Primeiramente sensibilizou-se a placa com 100n1/poco do
anticorpo de captura anti-citocina purificado. Este anticorpo foi
diluido em tamp&o carbonato-bicarbonato, pois tal solugdo aumenta a
adsorcéo do anticorpo na placa. A incubacéo da placa foi feita en
camara Umida, overnight, a 4° C. O bloqueio das ligagbes
inespecificas ocorreu adicionando-se 200 m/poco de leite desnatado a
10%, diluido em tampd&o carbonato-bicarbonato e incubando-se a
placa em camara Umida, por duas horas, a 37° C. Apds a
senshilizacdo e bloqueio da placa foram adicionados, no volume de
100 m/pogo, os padrdes (citocinas recombinantes) e as amostras, que
foram incubadas em camara Umida, por duas horas, a 37° C. Nesta
etapa ndo foi colocado materia na primeira coluna, para que esta
servisse de branco. Em seguida 100 mi/poco de solucdo contendo o
anticorpo anti-citocina biotinilado diluido em tampdo PBS/Tween foi
adicionado e o materia foi incubado em cémara Umida, por duas
horas, a 37° C. Apds adicdo de 100 mi/pogo de solugdo contendo um
conjugado de HRP (horseradish peroxidase) e estreptoavidinag, diluido
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em PBS/Tween, as placas foram incubadas por duas horas, em camara
Umida, a 37° C. Findmente, para se revelar a reagdo anticorpo-
citocina, 0 substrato para a enzima (HRP) foi adicionado (100
m/poco). Tad solugdo se constituia de 25 ml de tampdo Citrato-
Fosfato, 10mg de OPD (o-Phenylene-Diamine) e 10m de peroxido de
hidrogénio a 30 volumes. Apds 15 minutos a reacdo foi bloqueada
com 50n1/poco de solucéo de acido sulfurico a2 N. A placafoi lavada
com solucdo de PBS/Tween (250m/pogo) apds cada etapa do
protocolo. A leitura espectrofotométrica foi realizada em comprimento
de onda de 492 nm.

3.6. Inibicdo na sintese de prostaglandinas

Para a inibicdo da sintese de PGE, empregou-se aindometacina,
um inibidor ndo esterGide da ciclooxigenase que pertence ao grupo
dos sdicilatos (Vane, 1971).

A indometacina foi dissolvida em tamp&o TRIS - 1M, pH 8,0 e
a concentracdo final gustada com solucéo sdlina fisologica estéril

apirogénica, numa proporcao de 1:10.

3.7. Andlise estatistica

Os dados referentes a0 nimero total de células, contagem
diferencial e dosagem de citocinas de cada experimento foram
andisados edtatisticamente pela prova ndo paramétrica de Kruskal
Wallis para amostras independentes. Quando as diferencas entre as

medianas resultaram dignificativas foram redlizadas comparagoes
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multiplas pelo teste de Dunn. O parémetro nimero absoluto de células
neopldsicas foi andisado pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

Para andlise de correlacéo entre os tipos celulares e as citocinas
empregou-se o teste de correlagdo de Spearman. Os resultados que
estdo apresentados em Tabela representam o coeficiente de correlacéo
e o vaor de p. A correlacdo é considerada significativa quando o valor
de p é menor ou igual a0,05.

O limite méximo de significancia adotado foi de 5% (Conover,
1971). A distribuicdo dos dados foi representada em graficos de caixa
(“box plot”) (Tukey, 1977; lemma, 1992).

Toda a edtatistica foi redizada pelo programa SigmaStat 2.0
statistical software (Jandel Corporation).

3.8. Delineamento Experimental

3.8.1. Cinética do efeito do tratamento com indometacina no

influxo inflamatério ao TAE

Para avadiar o envolvimento das prostaglandinas no influxo
inflamatorio durante o crescimento do TAE, camundongos foram
inoculados com 1 x 10 ° cdulas tumorais, por via intraperitoned (ip),
e receberam indometacina na dose de 1 mg/kg de peso, uma vez ao
dia, por viaip. A primeira dose de indometacina foi administrada 24
horas antes do implante tumoral. Decorridos 1, 3, 6, 10 e 13 dias 0s
animais foranm eutanasiados e avadiados quanto ao influxo
inflamatorio, tota e diferencial, presente na cavidade peritoneal.
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Como controle, animais portadores de tumor, foram tratados
com diluente nas mesmas condigbes do grupo experimental. Grupos
controle adicionais constituidos de animais ndo portadores de tumor
foram tratados com indometacina ou com diluente, nas mesmas
condigOes experimentals. Logo, os grupos de animais foram divididos
em quatro, sendo o grupo TAE+DILU (G1), animais portadores de
tumor inoculados com diluente (N=103); o grupo TAE+INDO (G2),
animais portadores de tumor tratados com indometacina (N=106); o
grupo INDO (G3), animais ndo portadores de tumor tratados com
indometacina (N=74); o grupo DILU (G4), animais ndo portadores de
tumor inoculados com diluente (N=79).

3.8.2. M odulacao na secr egéo de citocinas em animais por tadores
de TAE tratados com indometacina

Para avaliagdo do efeito do tratamento com indometacina na
secrecao de citocinas foi repetido o protocolo descrito no item 3.8.1,
obtendo-se, por centrifugacdo a 1500 rpm durante 10 minutos,
amostras de sobrenadantes de fluido ascitico que foram aliquotadas a

—20°C, para posterior avaliagdo das citocinas,
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do efeito do tratamento com indometacina na

evolucdo do Tumor Ascitico de Ehrlich e no influxo inflamatorio.

Os resultados obtidos neste experimento estdo representados
em gréficos de caixa (ox plot) e gréficos de linha, representando as
medianas para cada variavel. Também esta representada a estatistica
referente a cada parametro estudado.

Em cada figura, os grupos experimentais estéo representados da
seguinte maneira:

G1: Grupo portador de TAE tratado com diluente;

G2: Grupo portador de TAE tratado com 1 mg/kg de
indometacing,

G3: Grupo ndo portador de TAE tratado com 1 mg/kg de
indometacing

G4: Grupo ndo portador de TAE tratado com diluente.

O influxo inflamat6rio foi avaliado por contagem diferencid e foi
composto pelos neutréfilos segmentados, basofilos e mastécitos,
eosinéfilos, bastonetes neutrdfilos, monacitos e macrofagos, linfocitos
e céulas mesoteliais. Para cada tipo celular estudado foram feitas
comparagbes multiplas entre todos 0S grupos experimentais, tais
comparacbes, quando resultavam em diferencas estatisticamente

significativas, foram representadas na edtatistica referente a cada
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varidvel. Com afinalidade de ressaltar as comparagdes mais relevantes,
para cada parametro estudado discorremos sobre as seguintes
comparagbes. G1 comparado a G4; G2 comparado a G1 e G3
comparado a G4. Sendo as demais comparacbes representadas

somente abaixo de cada figura.

4.1.1. Avaliacdo do numero absoluto de células nucleadas

peritoneais.

No crescimento do TAE constatamos que o numero total de
células presentes na cavidade peritoneal aumentou significativamente e,
de modo progressivo, a partir do 10° dia de evolucdo neoplasica
(Figura 1). O tratamento com indometacina de animais portadores de
TAE ndo afetou o nimero total de células a partir do 6° dia de
crescimento tumoral, porém, verificou-se aumento nos 1° e 3 dias de
crescimento neoplasico. Embora a mediana do grupo de animais
portadores de tumor tenha sido maior do que a do grupo portador de
TAE tratado com indometacing, devido a grande variabilidade dos
dados o teste estatistico ndo paramétrico (Kruskal Wallis) néo
detectou diferenca significativa entre os dados nos 10° e 13° dias de
evolucao tumord (Figura l).

O tratamento com indometacina, por S SO, promoveu aumento
no nimero de céulas peritoneais somente no 3 dia de experimento
(Figural).
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4.1.2. Avaliacdo do numer o absoluto de células neoplasicas.

Analisando os resultados obtidos na determinacdo do nimero
de células neoplasicas, constatamos 0 mesmo padréo visto em relacéo
as células totais em tempos mais avangados de crescimento tumoral
(Figura 2). O aumento no numero total de células peritoneais no grupo
portador de TAE tratado com diluente observado a partir do 10° dia
foi decorrente do crescimento neoplésico. O tratamento com
indometacina promoveu reducdo edtatisticamente significativa no
nimero de células tumorais apenas apds 13 dias do implante da
neoplasia. Embora, no 10° dia de evolugéo do TAE o tratamento com
indometacina resultasse em inibicdo no crescimento neoplasico na
ordem de 93,3%, devido a grande variabilidade dos dados n&o

constatamos diferencas estati sticamente significativas.

4.1.3. Avaliacéo do numer o absoluto de neutr 6filos segmentados.

Na andise das cdulas inflamatérias na cavidade peritoned
constatou-se que o crescimento do tumor ndo afetou este influxo em
nenhum dos momentos estudados (Figura 3). Porém, o tratamento
com indometacina de animais com TAE aumentou o influxo de
neutrofilos segmentados somente no 1° dia de crescimento tumoral.
Ainda, o tratamento com indometacina de animais ndo portadores de
TAE também aumentou o influxo de neutrofilos somente no 1° dia de

tratamento.
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4.1.4. Avaliacdo do numer o absoluto de basofilos e mastocitos.

O influxo de basofilos e mastécitos diminuiu com 10 e 13 dias
de crescimento tumoral, enquanto que o tratamento com indometacina
de animais portadores de TAE ndo modificou o influxo de mastécitos
em nenhum dos momentos estudados. O mesmo ocorreu com a
indometacina, que ndo afetou tal influxo em animais ndo portadores de
TAE (Figura4).

4.1.5. Avaliacdo do numer o absoluto de eosindfilos.

Em relacéo ao influxo de eosindfilos, o tumor ndo promoveu
aumento no influxo destas células em nenhum dos tempos estudados
(Figura 5). Os animais portadores de tumor tratados com
Indometacina, quando comparados ao grupo portador de TAE, n&o
gpresentaram ateracOes significativas no influxo destas células. O
tratamento com indometacina de animais nao portadores de tumor
promoveu o influxo de eosinéfilos para a cavidade peritoneal somente

no 10° dia de tratamento.

4.1.6. Avaliacdo do numer o absoluto de bastonetes neutr &filos.

N&o foram encontradas diferencas significativas na cinética
celular quanto ao influxo de bastonetes neutréfilos, em nenhum dos

grupos e tempos estudados. Os dados referentes a tais células néo
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estéo representados em figuras, pois todas as medianas, Nos grupos e

tempos avaliados, foram iguais a zero.

Estatistica:

Dial: H = 19,4; P=0,0002; G2>G4; G2>G1

Dia 3: H = 26,3; P=<0,0001; G2>G4; G2>G1; G3>G4
Dia6: H = 12,6; P=0,0057; G2>G4

Dia10: H = 26,3; P=<0,0001; G1>G4; G1>G3; G2>G4
Dial13: H = 13,1; P=0,0044; G1>G4; G1>G3

Figura 1. Box-plot (gréfico A) representando o nimero absoluto de células peritoneais presentes na cavidade
peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagio de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com
indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de TAE
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tratados com indometacina estéo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE
tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o
traco horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 6 a
21 animais. O gréfico B representa os val ores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: T =307,0; P=0,3553

Dia3: T = 334,0; P=0,2113

Dia6: T =291,0; P=0,1044

Dial0: T = 461,0; P=0,1719
Dia13: T = 57,0; P=0,0350; G1>G2

Figura 2. Box-plot (gréfico A) representando o niimero absoluto de células neoplésicas presentes na cavidade
peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagio de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com
indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais nédo portadores de TAE
tratados com indometacina estdo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE
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tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o
traco horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 6 a
21 animais. O gréafico B representa os val ores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H=25,8; P=<0,0001; G2>G4; G2>G1; G3>G4
Dia3: H=11,9; P=0,0076; G2>G4

Dia6: H = 7,93; P=0,0476; G2>G4

Dia10: H = 8,54; P=0,0361; G2>G4

Dia 13: H = 0,108; P=0,9908

Figura 3. Box-plot (gréfico A) representando o nimero absoluto de neutréfilos segmentados presentes na
cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagdo de 1x10° células de TAE em camundongos tratados
com indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de
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TAE tratados com indometacina estdo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE
tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o
traco horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicao dos dados, respectivamente. Os Box-plot representam grupos
constituidos de 6 a 21 animais. O gréfico B representa os valores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H=0,512; P=0,9162

Dia3: H = 2,35; P=0,5023

Dia6: H = 0,655; P=0,8838

Dia10: H = 13,4; P=0,0038; G2<G4; G1<G4
Dia13: H = 18,6; P=0,0003; G2<G4; G1<G4

Figura 4. Box-plot (gréfico A) representando o nimero absoluto de basdfilos e mastécitos presentes na
cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagio de 1x10° células de TAE em camundongos tratados
com indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de
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TAE tratados com indometacina estdo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE
tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o
traco horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicao dos dados, respectivamente. Os Box-plot representam grupos
constituidos de 6 a 21 animais. O gréfico B representa os valores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H =5,80; P=0,1219

Dia3: H = 4,89; P=0,1799

Dia6: H = 9,37; P=0,0247; G1<G3

Dia10: H = 15,4; P=0,0015; G3>G4; G1<G3; G2>G4
Dia13: H = 2,55; P=0,4668
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Figura 5. Box-plot (grafico A) representando o nimero absoluto de eosindfilos presentes na cavidade
peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagdo de 1x10° cdulas de TAE em camundongos tratados com
indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais nédo portadores de TAE
tratados com indometacina estéo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE
tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; 0
traco horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os drculos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicao dos dados, respectivamente. Os Box-plot representam grupos
constituidos de 6 a 21 animais. O gréfico B representa os valores de mediana obtidos para esta variavel.

4.1.7. Avaliacdo do numer o absoluto de monécitos e macr 6fagos.

Em relacdo ao influxo de mondcitos e macrofagos, o tumor néo
promoveu aumento no influxo destas células em nenhum dos tempos
estudados (Figura 6). Os animais portadores de tumor tratados com
Indometacina, quando comparados ao grupo portador de TAE tratado
com diluente, nd& apresentaram adteragbes  estatisticamente
significativas no influxo de mondcitos e macréfagos. Embora no 3 dia
o tratamento com indometacina no grupo portador de TAE os dados
apresentassem tendéncia a aumento, a grande variabilidade dos dados
ndo permitiu a deteccéo de diferencas significativas. A indometacina
em animais ndo portadores de TAE ndo promoveu eevacéo

significativa dessas células durante todo o tratamento.

4.1.8. Avaliacéo do numer o absoluto de linfocitos.

O influxo de linfécitos nd0 se mostrou dterado durante o
crescimento neoplasico (Figura 7). O tratamento com idometacina de
animais portadores de TAE ndo afetou o influxo de linfocitos em
guaisquer dos periodos estudados. Apesar do fato do nimero de
linfocitos do grupo portador de TAE tratado com indometacina ndo

ter sdo significativamente diferente em relacdo ao grupo portador de
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tumor, deve-se considerar a possbilidade de haver diferencas
significativas entre as subpopul agdes linfociticas dos diferentes grupos
a0 longo da evolugdo tumoral. O tratamento com indometacina na
auséncia do tumor promoveu o influxo de linfécitos somente no 3 dia

de crescimento tumoral.

4.1.9. Avaliacdo do numer o absoluto de células mesoteliais.

O crescimento do TAE promoveu diminui¢cdo do nimero destas
cdlulas no 13° dia (Figura 8). Ja o tratamento com indometacina n&o
induziu ateracd no nimero destas células, em animais portadores de
tumor, assim como o tratamento com indometacina, por S O, ndo

afetou tal influxo em nenhum dos tempos avaliados.
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Estatistica:

Dial: H = 6,55; P=0,0877

Dia3: H = 8,07; P=0,0446; G2>G4
Dia6: H = 6,55; P=0,0878

Dia10: H = 1,80; P=0,6158
Dia13: H = 1,39; P=0,7069

Figura 6. Box-plot (gréfico A) representando o nimero absoluto de mondcitos e macr6fagos presentes na
cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagio de 1x10° células de TAE em camundongos tratados
com indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais n&o portadores de
TAE tratados com indometacina estdo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE
tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o
trago horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribui¢io dos dados, respectivamente. Os Box-plot representam grupos
constituidos de 6 a21 animais. O gréfico B representa os val ores de mediana obtidos para esta variavel.
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Estatistica:

Dial: H =5,52; P=0,1374

Dia3: H = 16,4; P=0,001; G2>G4; G3>G4
Dia6: H =7,27; P=0,0637

Dia10: H = 4,01; P=0,2607

Dial3: H = 1,54; P=0,6737

Figura 7. Box-plot (gréfico A) representando o nimero absoluto de linfocitos presentes na cavidade
peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagio de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com
indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de TAE
tratados com indometacina est@o representados como INDO=G3 e o0s animais ndo portadores de TAE
tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o
trago horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores
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acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicao dos dados, respectivamente. Os Box-plot representam grupos
constituidos de 6 a21 animais. O grafico B representa os val ores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H = 4,18; P=0,2425

Dia 3: H = 2,95; P=0,4001

Dia6: H = 2,48; P=0,4787

Dia 10: H = 9,55; P=0,0228; G1<G3

Dia13: H = 15,9; P=0,0012; G1<G4; G2<G4; G1<G3

Figura 8. Box-plot (grafico A) representando o nimero absoluto de células mesoteliais presentes na cavidade
peritoneal 1, 3, 6, 10 e 13 dias apds a inoculagio de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com
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indometacina (TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de TAE
tratados com indometacina estéo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE
tratados com diluente como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o
traco horizontal a mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores
acima e abaixo de 90% e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 6 a
21 animais. O gréafico B representa os valores de mediana obtidos para esta variavel.

Logo, tomando em conjunto os resultados obtidos na avaliagdo
do influxo inflamat6rio no tratamento com indometacina de animais
portadores de TAE, podemos inferir que a indometacina foi eficaz em
inibir o crescimento tumoral em 93,3% no 10° dia de e em 65,8% no
13° dia de crescimento tumora, e que o tratamento influi
positivamente, em termos quantitativos, no influxo de neutréfilos

segmentados e células totais, em tempos iniciais da evolugdo tumoral.
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4.2. Avaliacéo do efeito do tratamento com indometacina sobre a
producdo de mediadores quimicos na evolucdo do Tumor

Ascitico de Ehrlich.

Os resultados obtidos neste experimento estdo representados
em gréficos de caixa (ox plot) e gréficos de linha, representando as
medianas para cada variavel. Também esta representada a estatistica
referente a cada parametro estudado.

Em cada figura, os grupos experimentais estéo representados da
seguinte maneira:

G1: Grupo portador de TAE tratado com diluente;

G2. Grupo portador de TAE tratado com 1 mg/kg de
indometacing

G3: Grupo ndo portador de TAE tratado com 1 mg/kg de
indometacing,

G4: Grupo ndo portador de TAE tratado com diluente.

Os mediadores quimicos avaliados foram PGE,, IL-1a, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e TNF-a. Para cada um estudado foram feitas

comparagbes multiplas entre todos 0Ss grupos experimentais, tais
comparacbes, quando resultavam em diferencas estatisticamente
significativas, foram representadas na edtatistica referente a cada
variavel. Com afinaidade de ressdtar as comparacdes mais relevantes,

para cada parametro estudado discorremos sobre as seguintes
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comparagdes. G1 comparado a G4; G2 comparado a G1 e G3
comparado a G4. Sendo as demais comparagOes representadas

somente abaixo de cada figura.

4.2.1. Avaliacdo dos niveis de PGE..

O implante de TAE na cavidade peritoned estimulou a producdo
de PGE, a0 longo de toda a sua evolugdo, pois o nivel basal deste
mediador em cavidade peritoneal de camundongos € da ordem de 53,7
mg/mL (Figura 9). Chama a aten¢do o fato de que a PGE, apresentou
aumento progressivo com a evolucéo do TAE, sugerindo que este
mediador quimico sga produzido pelas células tumorais. O tratamento
de animais portadores de TAE com indometacina resultou em inibicéo
estatisticamente significativa de PGE, apenas no 13° dia de evolucéo
neoplésica, embora no 10° dia os resultados obtidos sugiram que a

sintese do mediador ja se encontrava inibida.

4.2.2. Avaliacéo do perfil delL-1a.

Os resultados da dosagem das citocinas demonstraram que, 0
TAE ndo estimulou a liberacéo de IL-1a durante sua evolucdo (Figura
10). Também, o tratamento com indometacina de animais portadores
de TAE ndo estimulou aliberacdo de tal citocina. Nao houve ateracdo
do perfil de IL-1a nos animais ndo portadores de TAE tratados com

indometacina.
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4.2.3. Avaliacdo do perfil delL-2.

O implante do TAE estimulou a liberacdo de IL-2 no 13° diade
evolucdo neoplasica e o tratamento com indometacina néo afetou ta
citocina em animais portadores do tumor (Figura 11). Em animais néo
portadores de TAE tratados com indometacina ndo ocorreu liberacéo

de IL-2 nos periodos estudados.

4.2.4. Avaliacdo do perfil delL-4.

A evolugdo do TAE em animais tratados com diluente néo
estimulou a producéo de IL-4 durante todo o experimento (Figura 12).
O tratamento com indometacina de animais portadores de TAE néo
modificou a producdo desta citocina durante o crescimento tumoral. O
mesmo ocorreu em relagd ao tratamento com indometacing,
isoladamente, que ndo influenciou a liberacdo de IL-4 em nenhum dos

momentos avaliados.
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Estatistica:

Dial: T =49,0; P=0,710

Dia3: T =20,5; P=0,151

Dia6: T = 18,0; P=0,056

Dia10: T = 84,0; P=0,105

Dia13: T = 13,0; P=0,028; G1>G2

Figura 9. Box-plot (gréfico A) representando os niveis de PGE, presentes na cavidade peritoneal 1, 3,6, 10 e
13 dias ap6s a inoculacdo de 1x10° céulas de TAE em camundongos tratados com indometacina
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(TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de TAE tratados com
indometacina estéo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores acima e abaixo de 90%
e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 5 a 8 animais. O gréfico B
representa os va ores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dia1: H = 0,965; P=0,8097

Dia3: H = 4,96; P=0,1745

Dia6: H = 1,45; P=0,6928

Dia 10: H = 1,60; P=0,6584

Dia13: H = 14,6; P=0,0022; G2>G3
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Figura 10. Box-plot (gréfico A) representando os niveis de IL-1a presentes na cavidade peritonedl 1, 3, 6, 10
e 13 dias ap6s a inoculagdo de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com indometacina
(TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais nédo portadores de TAE tratados com
indometacina estéo representados como INDO=G3 e 0s animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores acima e abaixo de 90%
e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 6 a 21 animais. O gréfico B
representa os va ores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H = 2,57; P=0,4623

Dia3: H = 6,68; P=0,0828

Dia6: H = 8,98; P=0,0296; G2>G4

Dia10: H = 14,7, P=0,0021; G2>G4; G2>G3

Dia13: H = 11,5; P=0,0094; G2>G4; G2>G3; G1>G4; G1>G3
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Figura 11. Box-plot (gréfico A) representando os niveis de IL-2 presentes na cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10 e
13 dias ap6s a inoculacdo de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com indometacina
(TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais nédo portadores de TAE tratados com
indometacina estdo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores acima e abaixo de 90%
e 10% da distribuicdo dos dados. Os grupos sdo constituidos de 6 a 21 animais. O gréfico B representa os
valores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H =0,435; P=0,9330
Dia3: H=1,32; P=0,7255
Dia6: H = 2,57; P=0,4633
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Dia10: H = 1,74; P=0,6284

Dia 13: H = 17,8; P=0,0005; G2>G4; G2>G3

Figura 12. Box-plot (gréfico A) representando os niveis de |L-4 presentes na cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10 e
13 dias ap6s a inoculacdo de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com indometacina
(TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais nédo portadores de TAE tratados com
indometacina estéo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o traco horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores acima e abaixo de 90%

e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 6 a 21 animais. O gréfico B
representa os va ores de mediana obtidos para esta variavel.

4.2.5. Avaliacdo do perfil deIL-6.

O crescimento do TAE estimulou a liberagdo de IL-6 nos 10° e
13° dias de evolugéo, enquanto que o tratamento com indometacina de
animais portadores de tumor inibiu, de maneira dgnificativa, a
liberagdo desta citocina apenas no 13° dia de crescimento tumoral. A
indometacina ndo alterou o perfil de IL-6 em animais ndo portadores
de TAE (Figura 13).

4.2.6. Avaliacdo do perfil deIL-10.

Em animais portadores de tumor tratados com diluente
observou-se que o crescimento neoplasico ndo estimulou a liberacéo
de IL-10, e esta citocina néo teve seu pefil aterado pelo tratamento
com indometacina em animais portadores de TAE ou animais néo

portadores do tumor (Figura 14).

4.2.7. Avaliacdo do perfil deIL-13.
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O crescimento neoplasico n&o aterou o perfil de IL-13 durante
todo o experimento (Figura 15). Os animais portadores de TAE
tratados com indometacina apresentaram aumento significativo nos
niveis de IL-13 somente no 13° dia de crescimento neoplasico.
Enquanto que a indometacina, por S sO, ndo estimulou a producéo

desta citocina.

4.2.8. Avaliacao do perfil de TNF-a.

Em relacio a0 TNF-a ndo foram encontradas diferencas
sgnificativas quanto ao perfil desta citocina em nenhum dos grupos e
tempos estudados. Os dados referentes a tal citocina ndo estéo
representados em figuras, pois todas as medianas, nos grupos e

tempos avaliados, foram iguais a zero.
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Estatistica:

Dial: H = 4,57; P=0,2063

Dia3: H =4,92; P=0,1778

Dia6: H = 4,09; P=0,2519

Dia10: H = 12,4; P=0,0061; G1>G4

Dia13: H = 12,1; P=0,0069; G1>G3; G1>G4; G1>G2

Figura 13. Box-plot (gréfico A) representando os niveis de IL-6 presentes na cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10 e
13 dias apbs a inoculacdo de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com indometacina
(TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de TAE tratados com
indometacina est@o representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados, o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os valores acima e abaixo de 90%
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e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 6 a 21 animais. O gréfico B
representa os va ores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H = 4,59; P=0,2046
Dia3: H = 0,908; P=0,8235
Dia6: H = 4,37; P=0,2244
Dia 10: H = 0,760; P=0,8590
Dia13: H =1,37;, P=0,7125

Figura 14. Box-plot (gréfico A) representando os niveis de |L-10 presentes na cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10
e 13 dias ap6és a inoculacio de 1x10° células de TAE em camundongos tratados com indometacina
(TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de TAE tratados com
indometacina estdo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
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como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores acima e abaixo de 90%
e 10% da distribuicdo dos dados, respectivamente. Os grupos sao constituidos de 6 a 21 animais. O grafico B
representa os va ores de mediana obtidos para esta variavel.

Estatistica:

Dial: H = 3,66; P=0,3009

Dia3: H = 0,469; P=0,9256

Dia6: H = 2,56; P=0,4653

Dia10: H = 9,23; P=0,0264; G2>G4
Dia13: H = 8,70; P=0,0336; G1<G2

Figura 15. Box-plot (gréfico A) representando os niveis de |L-13 presentes na cavidade peritoneal 1, 3, 6, 10
e 13 dias ap6s a inoculagdo de 1x10° células de TAE em camundongos tratados om indometacina
(TAE+INDO=G2) ou com o diluente (TAE+DILU=G1). Os animais ndo portadores de TAE tratados com
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indometacina estéo representados como INDO=G3 e os animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
como DILU=G4. O quadrante superior representa 75% dos dados; o inferior 25%; o trago horizontal a
mediana em cada grupo; as barras de erro, os percentis 10 e 90; e os circulos, os vaores acima e abaixo de 90%
e 10% da distribuicéo dos dados, respectivamente. Os grupos sdo constituidos de 6 a 21 animais. O grafico B
representa os va ores de mediana obtidos para esta variavel.

Sendo assim, os resultados obtidos nos permitem inferir que o
implante de TAE estimulou a producéo de PGE, ao longo de toda a
sua evolucdo e que o crescimento neoplasico influi positivamente na
producéo de IL-2 somente no 13° dia de evolugéo tumoral e de IL-6 a
partir do 10° dia. Ainda, o tratamento com indometacina de animais
portadores de TAE modula positivamente a producdo de IL-13;
negativamente a liberacdo de IL-6 e ndo dtera os perfisdeIL-1a, IL-2,
IL-4, IL-10 e TNF-a. Além disso, a droga inibiu significativamente a

sintese de PGE, no 13° dia de evoluc&o neoplésica.
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4.3. Avaliacdo da correlacdo entre os tipos celulares e os
mediadores quimicos obtidos da cavidade peritoneal de

camundongos.

Os resultados obtidos na analise de correlacéo entre os tipos
celulares e o0s mediadores quimicos nos grupos experimentais
estudados estéo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3,4, 5,6, 7 e 8.

De todos os testes de correlacdo realizados, apenas 10 deles
apresentaram resultados significativos (p<0,05). Destes, 05 ocorreram
no grupo portador de tumor tratado com diluente (G1), 04 no grupo
portador de TAE tratado com indometacina (G2) e 01 no grupo ndo
portador de TAE tratado com diluente (G4).

No grupo portador de TAE tratado com diluente (G1) houve
correlacdo positiva das células neoplasicas com os niveis de IL-2, IL-
6, IL-10 e PGE..

Quando animais portadores de TAE eram tratados com
indometacina encontrou-se correlacdo positiva das células neoplasicas
com os niveisde IL-2, IL-10 e IL-13.

Em relacdo as células inflamatorias as correlacbes observadas
foram que nos grupos portadores de TAE tratados ou ndo com
indometacina (G1 e G2) havia correlacd negativa dos basofilos e
mastécitos com os hiveis de [L-10. Enquanto que nos animais ndo

portadores de TAE tratados com diluente (G4) houve correlacéo

negativa de eosinéfilos com os niveisde IL-1a.
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Tabela 1. Andlise de corrdlacdo entre cédlula neoplasica e os mediadores
quimicos obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou nd com
Indometacina e nos animais ndo portadores de TAE tratados ou ndo com
indometacina nos 1°, 3°, 6°, 10° e 13° dias de experimento. Os resultados
apresentados representam o coeficiente de correlacdo e o valor de p. A
correlacéo é considerada significativa quando p € menor ou igua a 0,05.

Grupo TNF-a IL-la IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-13  PGE,;

. .. 067 092 -015 092 100 067 098
(0,233) (0,017) (0,783) (0,017) (0,017) (0,233) (0,017)

067 098 0132 036 098 098 041
(0,233) (0,017) (0,783) (0,517) (0,017) (0,017) (0,450)

G2

G1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
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Tabela 2: Andise de corrdlacdo entre neutrofilo segmentado e os
mediadores quimicos obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou
néo com indometacina e nos animais ndo portadores de TAE tratados ou
ndo com indometacina nos T, 3, &, 10° e 13° dias de experimento. Os
resultados apresentados representam o coeficiente de correlacéo e o valor
de p. A correlacdo é considerada significativa quando p € menor ou igua a

0,05.

Grupo TNF-a IL-la IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-13 PGE,

- 070 015 070 045 021 030 0,10

(0,233) (0,783) (0,233) (0,450) (0,683) (0,683) (0,950)

- 010 -070 046 -071 -060 -0,70 -0,40

(0,950) (0,233) (0,450) (0,133) (0,350) (0,233) (0,517)

- 087 015 000 035 022 010
(0,083) (0,783) (1,000) (0,517) (0,683) (0,950)

o 04 060 -03 02 045 010
(0,450) (0,350) (0,517) (0,783) (0,450)  (0,950)

G1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
G3=Animais néo portadores de TAE tratados com indometacina
G4=Animais ndo portadores de TAE tratados com diluente
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Tabela 3: Andlise de correlagdo entre basofilo/mastécito e os mediadores
guimicos obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou ndo com
indometacina e nos animais ndo portadores de TAE tratados ou ndo com
indometacina nos 1°, 3, 6, 10° e 13° dias de experimento. Os resultados
apresentados representam o coeficiente de correlacéo e o aor de p. A
correlacéo é considerada significativa quando p € menor ou igua a 0,05.

Grupo TNF-a IL-1a IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-13 PGE,

-0,67 -0,79 0,05 -0,86 -0,95 -0,82 -0,87

Gl —
(0,233) (0,133) (0,950) (0,083) (0,017) (0,083) (0,083)
e - 070 -0%0 005 -0354 -100 -090 -030
(0,233) (0,083) (0,950) (0,517) (0,017) (0,083) (0,683)
cs - 021 0205 -070 000 -067 -040 __
(0,683) (0,683) (0,233) (10000 (0,233) (0,517)
o 08 005 -020 066 069 0359
(0,083) (0,950) (0,683) (0,233) (0,233) (0,517)

G1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
G3=Animais néo portadores de TAE tratados com indometacina
G4=Animais nao portadores de TAE tratados com diluente
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Tabela 4: Andlise de correlacéo entre eosinofilo e os mediadores quimicos
obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou nd com indometacina e
nos animais néo portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina nos
1°, 3, 6°, 10° e 13° dias de experimento. Os resultados apresentados
representam o coeficiente de correlacéo e o valor de p. A correlacdo é

consderada significativa quando p € menor ou igua a 0,05.

Grupo TNF-a IL-la  IL-2  IL-4 IL-6 IL-10 IL-13 PGE,

- 035 -018 035 -040 -054 -071 -0,35

(0517) (0,783) (0517) (0,517) (0,350) (0,133) (0,517)

- 034 -011 -08 0791 0112 -011 -0,78

(0517) (0,783) (0,083) (0,133) (0,783) (0,783) (0,133)

- 066 016 -036 036 -029 -010
(0,233) (0,783) (0517) (0,517) (0,683) (0,783)

o 04l 095 065 016 006 -005
(0,450) (0,017) (0,233) (0,783) (0,950) (0,950)

G1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
G3=Animais néo portadores de TAE tratados com indometacina
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G4=Animais ndo portadores de TAE tratados com diluente

Tabela5: Andlise de correlacéo entre bastonete neutréfilo e os mediadores
guimicos obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou ndo com
Indometacina e nos animais ndo portadores de TAE tratados ou ndo com
indometacina nos 1, 3, 6°, 10° e 13° dias de experimento. Os resultados
apresentados representam o coeficiente de correlacdo e o valor de p. A
correlacéo é considerada significativa quando p € menor ou igua a 0,05.

Grupo TNF-a IL-la IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-13 PGE;

000 -073 000 -026 -054 -035 -071
(1,000) (0,133) (1,000) (0,669) (0,350) (0,517) (0,133)

Gl

G2 - - - - - - - -

G3 — — — — — — — —
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G1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
G3=Animais néo portadores de TAE tratados com indometacina
G4=Animais ndo portadores de TAE tratados com diluente

Tabela 6: Andise de corrdacdo entre mondcito/macréfago e os
mediadores quimicos obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou
nd com indometacina e nos animais nao portadores de TAE tratados ou
ndo com indometacina nos T, 3, 6, 10° e 13° dias de experimento. Os
resultados apresentados representam o coeficiente de correlacéo e o valor
de p. A correlagdo é considerada significativa quando p € menor ou igua a

Grupo TNF-a IL-la IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 I1L-13 PGE,

0,10 -0,31 0,40 -0,22  -0,56 -0,90 -0,50

Gl
(0,950) (0,517) (0,517) (0,683) (0,350) (0,083) (0,450)
- 030 -010 072 -035 -030 -010 -0,20
(0,683) (0,950) (0,133) (0517) (0,683) (0,950) (0,783)
- 015 067 -08 -035 -089 -0,90

(0,783) (0,233) (0,133) (0,517) (0,083) (0,083)
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G4 045 060 -010 000 034 040
(0,450) (0,350) (0,783) (1,000) (0517) (0,517)

Gl1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
G3=Animais ndo portadores de TAE tratados com indometacina
G4=Animais ndo portadores de TAE tratados com diluente

Tabela 7: Andise de correlacéo entre linfocito e os mediadores quimicos
obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou ndo com indometacina e
nos animais ndo portadores de TAE tratados ou nd com indometacina nos
1°, 3, 6°, 10° e 13° dias de experimento. Os resultados apresentados
representam o coeficiente de correlacdo e o valor de p. A correlacdo €

considerada significativa quando p € menor ou igua a 0,05.

Grupo TNF-a IL-la IL2 IL4 IL6 IL-10 IL-13 PGE,

o4 — 010 067 060 045 062 010 070
(0,950) (0,233) (0,350) (0,450) (0,233) (0,950) (0,233)

& - 010 030 041 071 000 030 010
(0,950) (0,683) (0,450) (0,133) (1,000) (0,683) (0,950)
015 -067 -040 -071 022 0,30
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(0,783) (0,233) (0,517) (0,133) (0,683) (0,683)

o 034 060 067 030 045 060
(0517) (0,350) (0,233) (0,683) (0,450)  (0,350)

G1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
G3=Animais néo portadores de TAE tratados com indometacina
G4=Animais ndo portadores de TAE tratados com diluente

Tabela 8: Andise de corrdacéo entre cdula mesotelid e os mediadores
guimicos obtidos nos animais portadores de TAE tratados ou ndo com
indometacina e nos animais ndo portadores de TAE tratados ou ndo com
indometacina nos I, 3, 6, 10° e 13° dias de experimento. Os resultados
apresentados representam o coeficiente de correlagéo e o vaor de p. A
correlacéo é considerada significativa quando p € menor ou igual a 0,05.

Grupo TNF-a IL-la IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-13  PGE;

o1 03 063 034 -063 -08 -08 -078
(0517) (0,233) (0517) (0,233) (0,083) (0,083) (0,133)

- o087 -067 016 -054 -087 -067 021
(0,083) (0,233) (0,783) (0,350) (0,083) (0,233) (0,683)
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0,56 -0,36 0,20 0,00 0,67 0,50

G3
(0,350) (0,52) (0,783) (1,000) (0,233) (0,450)
o 078 000 005 070 08 080
(0,133) (1,000) (0,950) (0,233) (0,083)  (0,350)

G1=Animais portadores de TAE tratados com diluente
G2=Animais portadores de TAE tratados com indometacina
G3=Animais nao portadores de TAE tratados com indometacina
G4=Animais nao portadores de TAE tratados com diluente
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito do
tratamento com indometacina de animais portadores de TAE,
avadiando o crescimento tumord, o influxo inflamatorio e o perfil de
citocinas durante o desenvolvimento tumoral.

Na andlise do numero total de células nucleadas na cavidade
peritoneal (Figura 1) observamos que animais portadores de tumor
apresentaram aumento progressivo deste nimero a partir do 10° diade
evolugdo tumoral. No grupo portador de TAE tratado com
indometacina, quando comparado ao grupo portador de TAE tratado
com diluente, ocorreu diminuicdo no numero tota de céulas
peritoneais a partir do mesmo periodo e aumento em tempos iniciais
(1° e 2 dias pés-implante neoplasico). No tratamento de animais né&o
portadores de TAE tratados com indometacina também observamos
aumento no numero total de células peritoneais apenas no 3 diade
tratamento. Estes resultados sugerem que a indometacina promove
influxo inflamatorio em tempos iniciais e inibicdo do crescimento
tumoral, obsarvada em tempos mais tardios (10° e 13° dias).

Com intuito de confirmar a inibicdo no crescimento do TAE
determinamos 0 numero de céulas tumorais. Os resultados obtidos
demonstraram que O tratamento com indometacina de animals
portadores de TAE inibiu o crescimento tumoral em 93,3% e 65,8%
nos 10° e 13° dias de evolugdo neoplésica, respectivamente (Figura 2).
Embora no 10° dia a redugdo do niimero de células tumorais no grupo
tratado com indometacina n& tenha Sdo edtatisticamente

sgnificativa, neste grupo entre 20 animais, 15 apresentaram intensa
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inibicdo do crescimento neoplasico. Desta forma, ndo podemos
descartar a possibilidade da néo deteccéo de diferenca estatistica ser
devido a ampla variabilidade dos dados. Porém, no 13° dia de
experimento, tal reducdo no crescimento tumoral passou a ser
estatisticamente significativa, confirmando a inibicdo no crescimento
neoplasico pelo tratamento com indometacina.

Estes resultados estéo de acordo com o observado na literatura,
onde, o crescimento da maioria dos tumores mamarios transplantaveis
em roedores, € inibido por indometacina (Bennet et d., 1979; Ara &
Teicher, 1996; Constantino, 1998; Ogino et a., 1999).

Analisando os resultados obtidos em relagdo ao influxo
inflamatorio diferencia constatamos que durante a evolugdo do TAE
ndo ocorreu ateracdo edtatisticamente significativa no nimero de
neutrofilos segmentados, eosindfilos, linfécitos, mondcitos e
macrofagos, em nenhum dos tempos estudados (Figuras 3, 5, 6 e 7).
Entretanto, o implante do TAE promoveu reducdo no numero de
células mesoteliais no 13° dia de crescimento (Figura 8) e de basofilos
e mastécitos a partir do 10° dia de evolugéo tumoral (Figura 4). Estes
resultados demonstram que o implante do TAE nédo induz influxo
inflamatorio sgnificativo em nenhum dos tempos analisados.

Trabahos na literatura avaliando o influxo inflamatdrio
diferencial, em animais portadores de TAE, empregando 0 mesmo
inoculo de céulas tumorais e tempos de avaliacdo semelhantes séo
conflitantes. Segundo Fecchio et a. (1990) o implante do TAE
promove influxo significativo de leucocitos polimorfonucleares 6
horas e 10 dias pés-implante neoplésico. Em trabaho posterior, Silva
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(2000) descreveu aumento do influxo de polimorfonucleares e de
mononucleares a partir do 8° dia de evolugdo do TAE. Entretanto,
Congtantino (1998) relatou elevacdo de polimorfonucleares até o 6
dia e diminuicdo de mononucleares a partir do 6 dia de crescimento
do TAE.

Vae ressdtar que os trabalhos acima descritos andisaram o
influxo inflamatorio diferencial empregando coloracéo por cristal
violeta, que ndo permite identificar os varios tipos de leucdocitos
polimorfonucleares, nem a diferenciacdo segura de mondcitos jovens
e linfécitos. Em nossas condigcBes experimentais, empregamos a
coloracdo de Giemsa, a qual nos permitiu diferenciar os leucocitos
polimorfonucleares em  neutréfilos  segmentados,  basofilos,
eosindfilos, bastonetes neutréfilos e identificar com maior seguranca
mondcitos, macrofagos e linfocitos. Além disso, esta coloragdo
permitiu a identificacdo de células mesoteliais, que em crista violeta
sdo confundidas com macréfagos.

Apesar do implante do TAE n&o ter promovido influxo de
cdulas inflamatorias durante sua evolucdo, seria necessaio a
avadiacdo do estado funciona destas células, que poderiam estar, ou
ndo, funcionamente ativas. Trabalho anterior demonstrou que a
evolucdo do TAE ndo estimula a liberacéo de &gua oxigenada (H,0O.)
por macrofagos e induz o espraiamento de macréfagos peritoneais
somente um e trés dias depois da inoculacdo (Fecchio et d., 1990).
Ainda, embora o TAE ndo induza o aumento do influxo linfocitario,
tais cdulas podem estar modificadas qualitativamente, j&4 que se
conhece da literatura que diferentes subpopulacbes linfociticas
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possuem influéncias diversas sobre o crescimento e regressao
tumorais (O’ Sullivan & Lewis, 1994; Segura et a., 1997; Halak et d.,
1999; Sharmaet d., 1999).

A diminuicdo de c8ulas mesoteliais, basofilos e mastocitos em
tempos avancgados do crescimento do TAE (Figuras 4 e 8) poderia ser
decorrente do intenso crescimento neoplasico, quando as células
tumorais nidam-se em uma rede de fibrina, podendo estimular a
aderéncia das cdulas mesotdias a fibrina diminuindo,
conseqlientemente, seu nimero no liquido ascitico (Guerra, 1983).

O tratamento de animais portadores de TAE com indometacina
promoveu aumento estatisticamente dsignificativo no influxo de
neutréfilos segmentados apenas no 1° dia pés implante (Figura 3),
sugerindo promocao de resposta inflamatéria em tempos iniciais da
evolugdo tumoral, a qual ndo fol mantida em tempos subseqguientes.
Resultado que contrasta com o de Constantino (1998), que verificou
aumento do influxo de polimorfonucleares em animais portadores de
TAE tratados com indomtacina durante os 10 dias de evolucdo
neopléasica

As demas céulas inflamatorias ndo foram dteradas em
nimero pelo tratamento com indometacina de animais portadores de
TAE (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8). Apesar de ndo encontrarmos diferencas
edtatisticamente dSgnificativas entre  mondcitos, macréfagos e
linfécitos, Constantino (1998) observou elevacdo do numero de
células mononucleares a partir do 6° dia de tratamento em animais
portadores de tumor tratados com indometacina. Estes resultados
contrastantes podem ser devido ao emprego de diferentes técnicas de
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coloracdo usadas para a identificacdo celular, conforme descrito
anteriormente.

Entretanto, devemos considerar que o efeito antitumoral da
indometacina pode ocorrer por diferentes mecanismos, que nao
somente por aumento gquantitativo de células inflamatdrias e imunes.

Um destes mecanismos seria a liberagdo, por parte das proprias
células neopléasicas, de fatores estimulantes de col6nias, que ativariam
monaocitos e macrofagos a sintetizarem PGE, (Ara & Teicher, 1996;
Ménétrier-Caux et a., 1999). Tal mediador quimico inibiria a resposta
proliferativa de culas T, a atividade citotoxica de cdulas NK e LAK,
estimularia macréfagos em repouso e os inibiria quando ativados
(Baxevanis et a., 1993; Ara & Teicher, 1996). Ainda, a PGE; inibe a
secrecdo de citocinas de cdlulas T por mecanismo envolvendo AMP
ciclico (Van Der Pouw Kraan et d., 1995). Existe forte evidéncia de
gque a PGE, exerce efeito inibidor mais intenso na producdo de
citocinas em céulas T auxiliadoras de padrdo Thl do que de Th2
(Betz & Fox, 1991), sugerindo que este mediador inibe a resposta
Imune citotdxica mediada por cdlulas.

Ainda em relacio a acdo do inibidor inespecifico da
cicloxigenase, a indometacina, poderia haver nos camundongos
portadores de TAE tratados com a droga, uma atenuacéo da supressao
imune com consequente reducdo do crescimento tumoral. Alguns
mecaniSmos tentam explicar a supressao imune durante o crescimento
do Tumor de Ehrlich, tanto na sua forma solida quanto na ascitica,
incluindo perda de atividade NK (Congtantino, 1998); producéo de
citocinas imunosupressoras; inducéo de resposta do tipo Th2, que
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deprimiria a resposta do tipo Thl possivel promotora da regressao
tumora e estimulacdo de macréfagos supressores (Segura et al.,
1997). Ta imunosupressdo dependente de PGE, em alguns tumores
experimentals sugere uma correlacéo entre macréfagos que poderiam
estar sendo estimulados a produzir tal mediador, o que influenciaria
negativamente a resposta inflamatéria na cavidade peritoned, e
consequentemente também afetaria a resposta imune (Balch et 4d.,
1984; Ara & Teicher, 1996). Outro mecanismo de imunosupressao
consiste na producdo de PGE, pelas células neoplasicas inibindo o
potencial de mondcitos de migrarem em direcdo ao estimulo
guimiotatico e de aderirem as cdlulas endoteliais (Zeidler et d., 2000).

Embora n&o possamos excluir a possbilidade de que
macrofagos estejam produzindo PGE,, nos parece que a maior fonte
deste mediador lipidico sgjaa prépriacélulado TAE.

Analisando os niveis de PGE, no lavado peritoneal de animais
portadores de TAE (Figura 9) constatamos elevacdo de sua
concentracdo ja no 1° dia pds-implante neopldsico e aumento
progressivo concomitante ao crescimento tumoral. Resultados obtidos
em nosso laboratério (dados ndo publicados) demonstraram que
cdulas do TAE cultivadas in vitro produzem PGE,. Chama atencéo o
fato de que o tratamento de animais portadores de tumor tratados com
indometacina reduziu a concentragdo de PGE, a partir do 10° dia de
tratamento. Estes resultados sugerem que a PGE, est4 associada ao
escape do crescimento do TAE, confirmando literatura que comprova
o envolvimento das prostaglandinas no controle in vivo do
crescimento tumora, tanto em humanos como em animas de
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experimentacéo (Droller et d., 1978; Tilden & Balch, 1981, Chao &
Chu, 1989; Marnett, 1992; Rahd et d.,1992; Ménérier-Caux et d.,
1999; Ogino et al., 1999; Morecki et al., 2000).

Por fim, o tratamento com indometacina de animas nao
portadores de tumor promoveu aumento significativo no influxo de
neutréfilos segmentados no 1° dia de tratamento (Figura 3), de
linfocitos no 3° dia (Figura 7), juntamente com o numero total de
células na cavidade peritoned (Figura 1) e de eosindfilos no 10° diade
tratamento (Figura 5).

Além do influxo inflamatorio, avaliamos a possivel participacéo
de algumas citocinas (IL-1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e TNF-a)
na evolucdo do TAE.

Os resultados obtidos na dosagem das citocinas mostraram que,
o TAE promoveu liberacéo de IL-2 no 13° dia de evolucdo tumora e
0s niveis de IL-6 aumentaram somente a partir do 10° dia (Figuras 11
e 13). Entretanto, os niveis de IL-1a, IL-4, IL-10, IL-13 e TNF-a néo
foram dterados significativamente pelo crescimento tumora (Figuras
10, 12, 14 e 15).

Embora hga na literatura inimeros trabalhos relacionando o
pape da IL-la como fator estimulatdorio de crescimento e
diferenciacdo (Onozaki et a., 1987), seu efeito anti-proliferativo
(Kimura et al., 1992; Danforth & Sgagias, 1993) e funcéo nainvasio e
e metéstase de diversos tumores solidos (Nozaki et a., 2000), n&o
houve diferencas edatisticamente significativas no perfil desta
citocina em nenhum dos momentos avaliados durante o crescimento
do TAE (Figura 10).
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Embora o TNF-a induza necrose hemorrdgica em certos
tumores sdlidos, tumores intraperitoneais, como o tumor de Ehrlich,
S0 resistentes a0 seu efeito citotdxico (Manda et al., 1987). Néo
houve producdo desta citocina em animais portadores de TAE em
nenhum dos momentos avaliados.

Na evolucdo do TAE observamos aumento significativo na
concentracdo de IL-2 apenas no 13° dia de crescimento neoplésico
(Figura 11). Um aspecto da importancia da IL-2 é seu uso na
Imunoterapia para o cancer, ha diversos trabalhos constatando sua
eficacia no tratamento de tumores humanos, como carcinomas de
clulas renais, melanoma metastaticos, e de tumores murinos, Como o
Tumor Ascitico de Ehrlich e o melanoma B16F10 (Belldegrun et 4.,
1988; Lda & Parhar, 1988; Rosenberg et a., 1988; Lee et da., 1998;
Lala et a., 1990; Margolin, 2000). No caso especifico do TAE 90%
dos camundongos portadores do tumor foram curados com uma
terapia de combinacéo tripla composta pela administracéo cronica de
indometacing, 1L-2 e c8lulas LAK (Lala et d., 1990). Pode-se sugerir
que a IL-2, que foi produzida no 13° dia de crescimento neopléasico,
tenha sdo produzida por células T CD4, na tentativa de estimularem
células NK em sua acéo citolitica contra o TAE e que ta acdo sga
inibida pela PGE, presente na cavidade peritoneal, tendo como
consequéncia o escape tumoral.

Apesar de haver véarios trabalhos demonstrando que a IL-4
pode inibir o crescimento tumora, induzir apoptose em céulas
neopldsicas, estimular a atividade de células apresentadoras de

antigeno em pacientes com cancer e regular a expressdo de moléculas
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de adesio em células neoplasicas (Gooch et a., 1998; Kanai et dl.,
2000; Roth et d., 2000); durante o desenvolvimento do TAE o pefil
de IL-4 ndo foi alterado (Figura 12). Embora ndo significativo, no 13°
dia de evolucdo do TAE constatamos tendéncia a aumento na
concentragéo de IL-4, que poderia estar refletindo resposta imune de
padréo Th2 para este tumor (Segura et d., 1997).

O aumento nos niveis de IL-6 observados a partir do 10° diade
evolucéo do TAE (Figura 13) corroboram os resultados obtidos por
Silva (2000), que verificou aumento significativo nos niveis de IL-6
em tempos de semehantes. Chen et a., em 1999, detectaram em
carcinoma de células escamosas em cabeca e pescogo IL-6 in situ,
confirmando o papel desta citocina na irresponsividade imune e
carcinogénese. Nakano et a. (1999), também detectaram niveis
elevados de IL-6 em tecidos homogéneos de carcinoma oral de células
escamosas. Com base nestes achados, podemos sugerir que a IL-6
possui funcdo na imunosupressdo do hospedeiro e na indugdo da
caguexia, em tempos tardios de crescimento neoplasico, nos animais
portadores de TAE. Embora os resultados demonstrem elevacéo dos
niveis de IL-6 e de PGE, com 10 e 13 dias de crescimento tumoral, e
estes dois mediadores induzem o desenvolvimento de mastécitos (Hu
et d., 1995; Hu et a., 1997), encontramos diminui¢céo do nimero de
mastocitos e basofilos em tempos avancados de crescimento tumoral.
Porém, tal constatacdo ndo elimina a possbilidade destas células
estarem funcionamente ativas. A maioria dos trabahos relatam que
em tumores sOlidos, os mastécitos possuem fungdo na
neovascularizacdo e que sdo induzidos por IL-6 na presenca de PGE;
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(Poole & Zetter, 1983; Hu et d., 1995; Hu et al., 1997). Temos que
levar em consideracdo que os microambientes de tumores solidos e
asciticos sdo diferentes e que a neovascul arizacdo nos primeiros é uma
etapa necessaria para 0 crescimento tumoral. Talvez esta citocina
estgja sendo produzida pelas células neoplasicas, pois em animais
portadores de TAE ha aumento na liberagdo de IL-6 a partir do 10° dia
de crescimento tumoral.

Embora hgja trabalhos demonstrando que células de cancer de
pulméo e de bexiga em humanos induzem a producéo de IL-10 pelas
cflulas T por via mediada por PGE, pois ta citocina € anti-
inflamatéria (Shama e d., 1999; Halak e d. 1999), ndo
encontramos estimulacdo para a liberacéo de IL-10 em animas
portadores de TAE, provavelmente por diferencas entre os
microambientes pulmonar, da bexiga e o da cavidade peritonedal.
Nossos resultados também n&o corroboram com os de M énétrier-Caux
et a. (1999), que observaram alta producéo de IL-10 e PGE, por parte
de mondcitos em carcinomas de células renais, tais mediadores
subregulariam a expressdo de moléculas de superficie envolvidas na
apresentacao de antigenos tumorais.

O tratamento com indometacina de animais portadores de TAE
promoveu aumento da producéo de IL-13 (Figura 15) e diminuicéo na
liberac@o de IL-6 no 13° dia de crescimento tumoral (Figuras 13), ndo
afetando significativamente a concentracdo das demais citocinas
estudadas (Figuras 10, 11, 12 e 14).

N&o constatamos diferencas significativas promovidas pela

iIndometacina no pefil de IL-1a, em animas portadores de TAE
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(Figura 10). Entretanto, no 13° dia de tratamento constatamos forte
tendéncia a0 aumento desta citocina, sugerindo resposta efetiva do
hospedeiro na inibicdo do crescimento do TAE.

Os resultados obtidos na dosagem de IL-6 nos animas
portadores de TAE tratados com indometacina (Figura 13) nos
permitem sugerir que a diminuicéo na liberagdo desta citocina poderia
estar relacionada com a inibicdo do crescimento tumoral, ja que nos
animais portadores de tumor tratados com diluente houve aumento nos
niveis de IL-6 a partir do 10° dia de crescimento tumoral, momento
em que ha o escape tumoral, com a éevacdo do nimero de células
neoplésicas e elevada producéo de PGE,.

O tratamento de animais portadores de TAE com indometacina
promoveu aumento significativo no nivel de 1L-13 no 13° dia de
evolucdo neopldsica (Figura 15), coincidindo com inibicdo no
crescimento tumoral.

Relatos na literatura associam a IL-13 e inibic&o da proliferacdo
tumora (Blais et d., 1996; Serve et d., 1996; Kornmann et al., 1999);
por aumentar a apresentacdo de antigenos a cdlulas T (Lopez et 4.,
1997). Alem disso, a IL-13, entre outras funcbes estimula a
proliferacéo de células B e T citotdxicas. Desta forma, 0 aumento de
IL-13 observado em animais portadores de TAE tratados com
indometacina poderia ser decorrente de mudanca para o padréo Th2 de
cdulas T CD4 e / ou aumento na apresentacdo de antigenos pelos

macrof agos.
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Por fim, o tratamento com indometacina, por s SO, nao
promoveu ateracdo significativa no perfil das citocinas estudadas em
nenhum dos tempos analisados (Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e 15).

Buscando correlacionar os vérios tipos celulares com 0s
mediadores quimicos presentes na cavidade peritoneal durante o
desenvolvimento do TAE, realizamos o teste da correlacdo de
Spearman. Nesta andlise verificamos correlagdes positivas das células
neoplésicas com IL-2 e IL-10, sendo que tais correlacbes eram
também observadas em animais portadores de TAE tratados com
Indometacing, isto sugere que pode ndo haver influéncia da PGE, na
regulacdo da producdo de IL-2 e IL-10 durante a evolugdo tumoral.
Fato que ndo ocorre em relacdo allL-6, que possui correlacdo positiva
somente no grupo portador de TAE, sugerindo que, a medida que a
neoplasia evolui os niveis de IL-6 aumentam, reforcando a hipétese de
gue as céulas neoplasicas estejam produzindo IL-6.

Outra correlacdo positiva de células neoplésicas foi com os
nivels de PGE,, o0 que sugere a producéo deste mediador lipidico pelas
células do TAE. Hipotese que é reforcada pelo fato de que no grupo
de animais portadores de TAE tratados com indometacina os nivels
deste mediador lipidico diminuiram em relacéo aos animais com TAE
tratados com diluente nos 10° e 13° dias de evolucéo neoplésica.

Quanto ao grupo portador de TAE tratado com indometacina
houve uma correlacdo positiva entre as células tumorais e os niveis de
IL-13, sendo que quanto maior o0 numero de células neoplésicas
maiores os niveis de IL-13. Devemos considerar que se verificou
aumento dos niveis de IL-13 no 13° dia de evolugdo tumoral no grupo
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tratado com indometacina. Tais resultados indicariam influéncia do
tratamento com ndometacina sobre a producdo de IL-13 em animais
portadores de TAE. Tal fato ndo descarta a possibilidade de haver em
NOsso caso uma relacéo entre o blogueio de PGE, peaindometacinae
0 aumento dos nivels de IL-13, produzida ou pelas proprias células
neoplésicas ou pelas cdulas inflamatdrias, em funcdo da diminuigéo
na producdo de PGE,; embora ndo hgja correlacéo estatistica entre os
niveis de IL-13 e PGE, em animais portadores de TAE tratados com
indometacina (dado ndo mostrado). A 1L-13 também poderia ter a
funcdo, neste caso, de estimular células dendriticas do hospedeiro a
apresentarem maior funcionalidade.

Embora hgja corrdlacdo estatistica negativa entre a 1L-10 e os
basofilos nos animais portadores de TAE tratados, ou ndo, com
indometacing, isto ndo significa que hgja necessariamente uma relacdo
biologica entre os dois parametros. Sendo assim, seriam necessarios
alguns estudos in vitro para a confirmacéo da relacdo bioldgica entre
basofilos e IL-10 neste model o experimental .

Tomados em conjunto, os resultados obtidos neste estudo
mostraram que o tratamento com indometacina foi eficaz em inibir o
crescimento do TAE e influiu positivamente, em termos quantitativos
e sgnificantes, no influxo de neutrofilos segmentados e céulas totais
em tempos iniciais da evolucéo tumoral. Ainda, a avaliagdo do perfil
de citocinas no tratamento com indometacina de animais portadores
de tumor, nos permitiu inferir que a indometacina modula
positivamente a producéo de IL-13; negativamente a liberacéo de IL-6
endo dteraos perfisdelL-1a, IL-2, IL-4, IL-10 e TNF-a.
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Nossos resultados demonstraram que a PGE, modula o
crescimento do TAE e que ainibicdo do crescimento tumoral poderia
estar em parte relacionada com supresséo da liberagdo de IL-6 e
estimulacdo da liberagdo de IL-13. Estudos adicionais, in vivo e in
vitro com o uso de inibidores especificos para COX-2, avaliando as
relacbes entre as subpopulagbes celulares, citocinas e céulas
neoplasicas na inibicdo do crescimento tumoral poderdo contribuir
para a elucidacdo do(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) a PGE, modula
aevolucdo do TAE.
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6. CONCLUSOES

Levando em consideracdo nossas condicbes experimentais,

podemos concluir que;

1) O implante de TAE em camundongos induz:

2)

1.1)

1.2)
1.3)

1.4)

Aumento do numero de céulas neoplasicas a partir
do 10° dia de crescimento tumoral;

Producéo de PGE, durante toda sua evolucéo;
Diminuicdo do influxo de c8ulas mesoteliais e de
basofilos em  tempos  subseqlentes do
desenvolvimento tumord,;

Producdo de IL-2 com 13 dias e IL-6 com 10 e 13
dias de crescimento do TAE.

O tratamento de animais portadores de TAE com

indometacina induz;

2.1)
2.2)

2.3)

2.4)

Inibicdo do crescimento tumoral a partir do 10° dia;
Inibicdo da sintese de PGE, a partir do 10° diade
crescimento tumoral;

Aumento no influxo de células totas e de
neutréfilos segmentados em tempos iniciais da
evolugdo tumordl;

Producao de IL-13 e supresséo da producao de |L-6

no 13° dia de crescimento do TAE.
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3) O tratamento de animais n&o portadores de TAE tratados
com indometacina induz:

3.1 Aumento do influxo total de células nucleadas no
3 dia;

3.2 Aumento no influxo de neutrdfilos segmentados no
1° dia, de linfécitos no 3 dia e de eosindfilos no
10° dia;

3.3 A producdo de IL-l1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-13 e TNF-a n&o fol afetada em nenhum dos
tempos estudados.
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8. RESUMO

O presente trabaho objetivou avadiar o envolvimento das
prostaglandinas no crescimento tumord, influxo inflamatorio e
secreacdo de citocinas durante a evolucdo do Tumor Ascitico de
Ehrlich (TAE). Para tanto, camundongos foram inoculados com 1 x
10° cdulas tumorais (ip) e tratados com indometacina
(1Img/Kg,1x/diajip) ou com diluente (0,1 ml,1x/diajip). Decorridos 1,
3, 6, 10 e 13 dias os animais foram sacrificados e avaliados quanto ao
influxo inflamatorio diferencial, secrecdo de TNF-a, IL1-a, IL-2, IL-
4, 1L-6, IL-10 e IL-13 e niveis de PGE, no lavado peritoneal.. Dois
grupos controle adicionais foram constituidos de animais néo
portadores de TAE tratados com indometacina ou diluente, seguindo o
mesmo protocolo. Os resultados obtidos demonstraram que o implante
do TAE induz producéo de PGE, durante toda sua evolugéo; aumento
do niimero de células neoplésicas a partir do 10° dia e diminuicdo do
influxo de células mesoteliais no 10° dia e de basofilos no 10° e 13°
dia pds implante neoplésico. Em relacdo as citocinas o TAE induziu
producdo de IL-6 no 10° e 13° diae de IL 2 no 13° dia, ndo alterando
de modo significativo o perfil das outras citocinas estudadas. O
tratamento de animais portadores de TAE com indometacing, foi
eficaz em inibir o crescimento tumoral e a sintese de PGE; a partir do
10° dia de crescimento neopésico, e promoveu aumento significativo
no influxo de neutréfilos segmentados e de células nucleadas, apenas
em tempos iniciais da evolucdo tumoral. Ainda, o tratamento com
indometacina promoveu sintese de IL-13 e inibicdo significativa de

IL-6 no 13° dia de crescimento tumoral, ndo aterando as outras
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citocinas analisadas. No grupo ndo portador de tumor tratado com
indometacina observamos aumento no influxo de neutréfilos
segmentados no 1° dia, de linfécitos no 3° dia e de eosindfilos no 10°
dia; ndo sendo detectada alteracdo na producdo de nenhuma da
citocinas em todos os tempos estudados. Tomados em conjunto, 0S
resultados sugerem que a PGE, modula o crescimento do TAE e que a
inibicdo do crescimento tumoral poderia ser estar em parte relacionada
com supressdo da liberagdo de IL-6 e estimulagéo da liberagcdo de IL-
13.

Pdavras-chave Tumor de Ehrlich; Indometacing; Leucdcitos polimorfonucleares,

Macrdfegos, Linfocitos, Citocinas.
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9. ABSTRACT

The am of the present study was investigate the prostaglandin
involvement during the growth of Ehrlich Ascites Tumor (EAT),
usng as paameters. tumoral growth, inflammatory influx and
cytokine profile. Mice were inoculated with 1 x 10° tumor cells (ip)
and treated with indomehacin (1mg/Kg,1x/day,ip) or diluent
(0,2ml,1x/day,ip). After 1, 3, 6, 10 and 13 days the animas were
sacrificed and evduated in relation to inflammatory influx, secretion
of TNF -a , IL1-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 and IL-13 and PGE; levd,
in peritoneal cavity. Two groups no bearing EAT were treated with
indomethacina or diluent as control ,following the same protocol. The
results demonstrated that EAT implant induces PGE, production
during al evolution; increases tumoral cells number from the 10" day
and decreases the mesotelial cells on 10" day and basophils cells on
10" and 13" day.The cytokine profile showed EAT induces
production of IL 6 from 10" day and of IL 2 on 13" day, the other
studied cytokines were not affected in a sgnificant way. The
iIndomethacin treatment of EAT bearing mice inhibited the tumord
growth and PGE, synthesis from the 10" day and promoted significant
increase on the neutrophils influx and total inflammatory cells, just in
initial times of the tumoral evolution. Indomethacin treatment aso
promoted 1L-13 synthesis and significant inhibition of IL-6 on 13
day of EAT growth, but did not atered the others cytokines. The
indomethacin treatment of animals do not bearing EAT increases
neutrophils influx on the 1% day, lymphocytes on the 3° day,
eosinophils on 10" day; and no detected alteration was detected on
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cytokine profile Taken together, the results suggest that EAT growth
is modulate by PGE, and the inhibition of the tumoral growth could be
partly related with suppression of IL-6 and liberation of IL-13.

Key-words: Ehrlich Tumor; Indomethacin; Leukocytes, Mononuclear; Cytokines.
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