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Resumo: Os autores estudaram em camundongos portadores de tumor de Walker as alteragdes de resposta a agente inflamatério e as modificagbes de reagbes
imunolégicas, assim como o perfodo no qual se rornam evidentes. Usaram como agente inflamartério a carragenina e como parimetro imunolégico o reste de
hlpersenslb:lldade 20 BCG. As conclusbes foram que os animais porradores de tumor apresentam diminuigio na capacidade de resposta inflamaréria inespecifica 3
carragenina ¢ ao BCG, assim como no teste de hipersensibilidade tardia ao BCG.

Unitermos: resposta inflamatéria; reagiio imunolégica; hipersensibilidade vardia; tumor.

INTRODUCAO

A interagao entre resposta inflamatéria e cincer vem sendo
estudada hd muito, tanto sob o aspecto clinico como o experi-
mental.

Com oadvento de novos conhecimentos sobreaimunologia,
considera-se atualmente a inflamagdo como uma parcela da
resposta imunoldgica relacionada a mecanismos de rejeigio de
estruturas antigenicamente distintas dos antigenos de
histocompatibilidade apresentados pelas células do organismo
(2).

E sabido que massas tumorals expressarn, durante seu desen-
volvimento, antigenos estranhos s células do seu hospedeiro (1)
¢ que enquanto existir integridade das células inflamatérias e
portanto, da resposta inflamatdria pelo organisme portador do
cincer, hd um “steady-state” entre destruigio e desenvolvimento
das células rumaorais (5,7).

Normann e Corneltus (6) observaram em animais de labo-
ratério portadores de cincer que & medida que ocorre aumento
progressivo do tumor, hd diminui¢gio do ndmero de células
inflamatérias, em particular macréfagos, acompanhada de dimi-
nuigio da resposta inflamatéria.

Estudos utilizando pacientes portadores de diferentes tipos
de carcinomas mostraram que enguanto os leucécitos circulantes
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possuem forte atividade citotéxica contra as células tumorais do
préprio individuo, as células inflamatérias pertencentes ao
infiltrado peri-tumoral mostram-se totalmente incapazes de lisar
as células autdlogas tumorais (9).

Com o intuito de trazer novos subsidios no que se refere 3
imunologia dos tumores, propusemos este estudo cujos objetivos
foram:

1.1. Verificar alteragbes de resposta a agente inflamarério
em animais portadores de tumor experimental.

1.2. Verificar alteragbes de reagbes imunoldgicas em ani-
mais portadores de tumor experimental.

1.3. Identificar, durante a evolugio do tumor, o perfedo no
qual essas alteragbes se tornam evidentes.

MATERIALIS E METODOS

Foram utilizados camundongos isogénicos, Balb/c, de am-
bos o5 sexos para implante do tumor de Ehrlich na forma ascitica
(5x10 células tumorais por via ip}.

Raros Wistar foram implantados com 1x10¢ células de
carcinosarcama 256 de Walker (fonte das células do rumor de
Walker usados no trabalho).

2.1. Resposta inflamatéria

Este estudo foi realizado em ratos sadios (n=15) e em ratos
portadores de tumor de Walker (n=15).

2.1.1. Edema na pata de ratos

Carragenina foi diluida em solugdo fisiologica (5 mg/ml) ¢
desta solugdo 0,1 ml foram injetados na regido sub-plantar de
uma das patas posteriores.

O volume das patas até aarticulagio tbio-tdrsica foi medido
antes ¢ a 1,3,5 ¢ 24 horas apés a injecdo de carragenina, com
auxilio de pletismégrafo descrito por Winder et al. (12). O
pletismégrafo consiste de uma cuba contendo solugio de I-anil
sulfato de sédio, naqual é imersaa patado rato. O liquido dacuba
desloca-se para um tubo de vidro graduado, permitindo a medida
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do volume da para.

O resultado final foi obtide subtraindo-se o valor de cada
leitura do valor controle lido antes da inje¢do de carragenina.

2.2. Resposta imunolégica

O estudo foi realizado em camundongos sadios (n=6) e em
portadores do tumor de Ehrlich (n=6). As células tumorais foram
implantadas 24 horas antes da imunizagio dos animais.

2.2.1. Hipersensibilidade tardia ao BCG (10)

O BCG utilizado foi 0 onco-BCG oral de Instituto Butanta
de Sao Paulo.

Os camundongos foram previamente imunizados por inje-
gdo intradérmica de 20 ul de BCG, na face plantar da pata
posterior esquerda.

Decorridos quinze dias daimunizagio, aespessura do coxim
plantar posterior direito foi medida com o auxilio de relégio
comparador. A seguir, injetou-se por via intradérmica o volume
de 20 ul de BCG (na diluigdo de 1:10) na face plantar da pata
posterior direita. A espessura do coxim plantar posterior direito
foi medida 4,8,12,24,48 ¢ 72 horas apés a injecio de BCG.

Foram calculadas as diferengas na espessura da para pela
subtragio de cada leitura do valor controle lido antes da injegdo
de BCG.

2.3. Identificagdo do periodo em que aparecem alteragbes
na resposta inflamaréria

Qs ratos portadores de tumor de Walker utilizados no
estudo de edema da para foram observados até a morte. Pode-se,
assim, determinar quantas horas antes do éxito letal os ratos

apresentaram diferenga na resposta ao agente inflamatério.

2.4. M¢érodos estatisticos

Os resultados do estudo da hipersensibilidade foram anali-
sados pelo teste “t” de Student (4).

Os resultados da resposta inflamatéria A carragenina foram
submetidos 4 andlise de variincia a um critério e as médias

" comparadas pelo método de Schefté (4).

O nivel de significincia adotado foi p < 0,05.
RESULTADOS

3.1. Resposta inflamatéria

Nos ratos portadores de tumor de Walker, o edema induzido
pela injegdo de carragenina ¢ menor do que no grupo controle.
Este resultado ¢ significativo nos animais testados 24 ¢ 48 horas
antes do 6bito, sendo vilido ressaltar que nestes periodos, o
resultado foi significativo nas medidas realizadas 3 ¢ 5 horas apés
a aplicagio da carragenina. A diferenca nio foi significativa nos
ratos testados 72 horas ou mais antes do ébito {tab. I).

3.2, Hipersensibilidade rardia -

Decorridos 16 dias do implante da forma ascitica do tumor
de Ehrlich e 15 dias da imunizagio, os camundoengos apresentam
resposta de hipersensibilidade tardia a0 BCG diminuida em
refagido ao grupo controle. A reducao da resposta € significativa
nos intervalos de 4,12,24 ¢ 48 horas apés a injegdo da dose teste
de BCG (rab. II}.

TABELA { - Resposta inflamatdria a carragenina :
Diferenca de volume (em ml} da pata de ratos antes a apés a injecao de 0,5 mg de carragenina no coxim plantar.
controle tumor de Walker
24hs anles 48hs antes 72 antes
do dbito do dbito do Gbito
tempo (hs) apds
inj.de carrag. 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5
1 .09 47 45 a2 -03 .20 19 .06 A2 .30 51 .49
2 21 A7 49 .29 18 26 A3 04 A7 43 49 48
3 25 .29 43 03 .03 13 20 .20 33 33 A7 37
4 05 A3 13 23 34 .08 23 67 .50
5 33 42 49 .25 57 40
6 36 52 52
7 21 .39 38
8 17 24 23
9 25 32 31
10 43 .83 93
11 27 .46 51
12 28 70 70
13 27 B85 59
14 36 .56 49
15 28 42 42
média .25 A4 47 15 06 .20 8 .16 A7 30 .54 45
Andlise de variancia e Scheffé /p<0,05 — Médias comparadas com as do grupe de controle
Fonte: ZYNGIER, S. et al. 1991
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TABELA li - Hipersensibilidade tardia:camundongos previamente imunizados com BCG.
Diferenga (em mm) da espessura da pata antes e apds os assumidos intervalos de tempo apds injecao de BCG./
horas 4 8 12 48 72
tumor de Ehrlich
1 35 12 15 10 .04 -12
2 14 14 13 -04 -08
3 27 20 21 09 0 05
4 39 34 10 19 .01 04
5 10 A 12 20 03 04
6 40 27 25 06 .02 -.02
7 23 28 22 09 .06 -.06
média 27 21 18 .09 .01 -.06
controle
1 .60 36 41 74 51 08
2 .69 37 33 A5 20 15
3 39 28 25 20 14 -.20
4 48 45 47 .32 .07 05
5 56 .58 28 42 19 23
6 76 20 42 61 07 10
média 58 37 36 45 20 07
Teste “t" de Student entre as médias dos grupos de controle & de tumor nos respectivos intervalos de lempo Ap<0,05
Fonte: ZYNGIER, S. et al. 1991.

DISCUSSAO

A pritica tem nos mostrado que apds o implante de Ix1{x
células de tumor de Walker na cavidade peritoneal de ratos, o
estade clinico dos animais permanece bom ¢ estdvel por aproxi-
madamente 7 dias. Ao redor de 8 horas antes do 6bito, subita-
mente o rato apresenta apatia, sonoléncia e freqiientemente
ictericia. Talvez diminuigdo da capacidade de resposta aos agen-
tes inflamatérios seja nestes animais um dos primeiros sinais do
colapso vital colapso vital eminente.

Durante a evolugio dos tumores experimentais utilizados
houve diminuigio na capacidade da resposta dos hospedeiros aos
agentes inflamatérios. No caso de ratos portadores do tumor de
Walker esta caracteristica se evidenciou no perfodo de 24 e de 48
horas antes do ébito.

Normann e Cornelius (6} ¢ Normann et al. {7) observaram
em camundongos portadores de cincer, sejam espontineos ou
transplantados, um comprometimento das fungées monociticas
nio acompanhado pelos neutrédfilos polimorfonucleares. Desde
que o mactrdfago € uma célula fundamental dos processos infla-
mat6rio € imunolégico, uma diminuigio de sua atividade pode-
ria comprometer o hospedeiro por levar a interferéncias na
resposta imunoldgica e criar situagbes favordvels para o apareci-
mento de metdstases ¢ infecgdes (7).

Ao se injetar BCG na patade camundongos observa-se uma
resposta inflamatéria inespecifica nas primeiras 4 horas. Neste
trabalho, esta resposta inflamatdria inespecifica foi significativa-
mente menor no grupo portador de tumor do que no grupo
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controle. Como os animais estavam imunizados, apés 12 horas
da injecio do BCG aparece a resposta inflamatéria tardia. Tam-
bém esta hipersensibilidade tardia esteve diminuida nos animais
portadores de tumor, como se observa na andlise dos resultados
de 12, 24 ¢ 48 horas apés a administragio do BCG, fato este que
pode ser explicado por umadiminui¢io daatividade dos linfécitos
T efetores mediada por uma série de substincias sintetizadas pela
célula tumoral, ainda nfo muito bem definidas na literatura.
Os dados da literatura sobre a relagdo entre BCG e tumor
mostram-se bastante controversos. Enquanto nossa experiéncia
mostra que tanto a resposta inflamatéria inespecifica quanto a
hipersensibilidade tardia a0 BCG em animais portadores de
tumor & significativamente menor em comparagic a um grupo
controle, Parr et al. (8) descreveram uma agio anti-tumoral em
animais exercida por um tratamento prévie com BCG e
correlacionam tal fato a um recrutamento especifico de células T
aos sitios cronicos da inflamagio. Key ¢ Hanna (5) demonstra-

. ramem animais o aparecimento deimunidade sistémica tumoral

com o uso de vacinas de BCG e células de hepatocarcinomaL10;
para estes autores, quanto maior o processo inflamatério pds-
aplicagiio vacinal, maior a aquisigio de resisténcia ac tumor.
Estudos realizados no Instituto Butantd de Sio Paulo (3} utili-
zando ratos “nude” tratados com linhagem tumoral humana e
que receberam BCG oito dias antes da inoculagio do tumor,
apresentaram diminuigio da pega tumoral, de incidéncia de
metdstases ¢ aumento da sobrevida dos animais portadores de
tumor,

Na evolugio clinica do animal portador de tumor, quando
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a capacidade de resposta do hospedeiro estd suficientemente
reduzida, hd o colapso das defesas do animal e as células tumorais
se multiplicam rapidamente explicando a sdbita deterioragao do
quadro clinico, @ que é muito evidente na evolugio do tumor de
Walker. :

Correlacionando as observagbes clinicas e os resultados
experimentais, pode-se pensar que as células tumorais desenca-
defam algum mecanismo no animal que impede as reagées do
hospedetiro a agentes agressivos. Entre estes mecanismos pode-
mos inicialmente supor a liberagio de corticéides pela supra-
renal do animal, observagio que ainda necessita de maiores
investigagBes.

Outra possibilidade seria a secregio de algum fator pela
célula tumoral que inibisse macréfagos ou impedisse a produgao
de linfocinas (11).

CONCLUSOES

5.1, Ratos portadores de tumor de Walker ascitico, no
perfodo de 48 horas antes do 6bito, apresentam diminuigio na
capacidade de resposta inflamacéria a agentes agressivos.

5.2. Camundongos portadores de tumorde Ehrlich ascitico,
apresentam diminui¢ao na capacidade de resposta inflamatéria
inespecifica ao BCG.

5.3. Camundongos portadores de tumorde Ehrlich ascitico,
tm resposta diminuida no teste de hipersensibilidade ao BCG.

ZYNGIER, §. cr al. Alteration on Inllammatory and Immunelogical Response
in Animals Bearing Experimental Tumor. Arq. med. ABC, 14(1): 24-27,1991.
Abstrace: The authors have studied in mice bearing Ehrlich’s tumor and in rats
bearing Walker’s tumor the alterations of the response to an inflammarory
agent and the modifications of the immunological response, in the same way
that in whar period it became evidenr. They have used carrageenan as an
inflammarory agent and the delayed hipersensibility BCG-test as immunological
paramerer. They have conclued that animals bearing tumor decrease their
capacity to response inespecifically to carrageenan and ro BCG and in specifically
way to BCG.

Key words: inflammatory response; immunological response; delayed
hipersensibility; umor.
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