Arg, med, ABC, 9 {1-2): 22-27, 1986
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RESUMO: Os autores estudaram a sobrevida de camundongos inoculados com tumor de Ehrlich na vigéncia de tratamento estrogénico, e conco-
mitantemente fizeram uma avaliacdo da atividade imunolégica em um grupo paralelo. Os autores concluiram que os estrogenos aceleram a morta-
lidade de camundongos machos portadores de tumor de Ehriich e ndo provocavam alteragfes no nimero de macr&fagos e atividade fagocitéria em
resposta a inflamacdo, Os camundongos que receberam tumor de Ehrtich também ndo apresentaram diferengas em relagcdo ao grupo de camun-
dongos normais,
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SUMMARY : The authors have studied the survival of mice under estrogen treatment and inoculated with Ehrlich's tumor. Concomitantly they
avaluated in a colateral group the imunologica! activity. The authors have concluded that estrogen acelerated the male mice mortality with
Ehriich’s tumor, but did not demonstrate in macrophage number and phagacytosi's activity, The group of mice has recived Ehriich's tumor did
not show differences with the normal mice group.
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INTRODUCAO
1.1.— Consideracoes Gerais

1.1.1. — Tumor e Defesa Imunoldgica

O aparecimento e a evolugiio de tumores tem sido rela-
cionados por diversos autores 5°'® com alterages do estado
imunologico do hospedeiro. Assim, a depressio de defesas
imunologicas facilitaria a multiplicagio de células neoplasicas
que em condictes higidas seriam destruidas, levando ao de-
senvolvimento do tumor. (Juanto mais deprimidas as respos-
tas imunes, mais facilmente as células neoplasicas prevalece-
riam levando mais depressa o hospedeiro ao éxito fatal. A ex-
plicacdo para a evolugdo de tumores transplantiveis baseia-se
em raciocinio semelhante. Assim, se o tumor transplantado
tiver grande velocidade de crescimento, vencera a corrida con-
tra a capacidade de resposta linfoide* ou ainda poderdo sur-
gir anticorpos “‘protetores” das células tumorais ensejando fi-
nalmente um “colapso” das defesas do organismo® %1%,

1.1.2. — Estrogeno: Relagiio com o Sistema Imunologi-
¢o e Importincia na Evolugio dos Tumores

O estudo da a¢do de drogas sobre o sistema imunologi-
co tem evidenciado o aumento dessas defesas pelo uso de es
trogenos.

Esses horménios provocariam aumento do nimero to-
tal de macrofagos e induziriam maior porcentagem dessas cé-
lulas & fagocitose” e aumentariam ainda a capacidade fagoci-
taria de cada macrofago®:”. Berstad® preconiza o emprego de

estrogenos no tratamento de qualgquer tumor quando o porta-
dor apresenta exames indicativos de queda na atividade fago-
citaria de seus macrdfagos. O mesmo autor sugere que os be-
neficios obtidos pelo uso desses hormdnios no cincer de pros-
tata sfio devidos ac aumento da resisténcia imunologica,

A pritica clinica, no entanto, reconhece gue ouiros tu-
mores ditos hormdnios dependentes, como os carcinomas de
mama ¢ de endométrio podem se desenvolver melhor na pre-
senca de estrogenos. Assim os oncologistas recomendam que
apos exérese de um cincer mamario, a peca seja submetida a
uma dosagem de receptores de estrogenos. Quanto maior o
nimero de receptores encontrados, mais enérgicas deverdo
ser as medidas para inibir os estrogenos. Entre essas medidas
destacam-se a castracdo e o uso de drogas anti-estrogénicas.

Chega-se assim a uma aparente contradigo. Os estroge-
nos por um lado aumentariam as defesas imunologicas e por
outro lado facilitariam o desenvolvimento do tumor de mama
horménio-dependente, rico em receptores de estrogenos. Di-
versas hipoteses poderiam explicar esse fato dos quais desta-
cam-se:

a) As células tumorais em contacto com o hormdnio

aumentariam o seu desenvolvimento sobrepujando as

defesas do sisterna imunitario.

b) Os estrdgenos facilitatiam o aparecimento de anti-

corpos protetores do tumor.

1.1.3. — O Tumor de Ehtlich
Os registros historicos referem que Ehrlich obteve essas
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células neoplasicas, a partir de um carcinoma espontineo de
mama de camundongo®. Nos sucessivos transplantes em mais
de 8 décadas, a neoplasia perden a morfologia de adenocarci-
noma, sendo atualmente classificado como tumor indiferen-
ciado, isto €, a morfologia de suas celulas € primitiva néo se
adaptando as caracteristicas de carcinoma ou sarcoma®.

Uma especulagiio que se impde refere-se ao comporta-
mento desse tamor diante de esirdgenos. Seria a atual neopla-
sia horménio dependente como provavelmente o fora o tu-
mor de mama do qual se originon?

1.2. — Objetivos

1.2.1. — Avaliar a Evolugiio do Tumor de Eherlich na
Presenca de Estrogenos. O estudo poderia fornecer uma idéia
sobre possiveis caracteristicas estrogeno-dependentes desse
tamor.

1.2.2. — Avaliar as Alteracbes da Resposta Imunolégica
do Hospedeiro na Presenca do Par: Tumor de Ehrlich-Estro-
geno

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado usando-se camundongos ma-
chos, raga Suica, pesando entre 20 e 30g,

O tumor de Ehrlich foi mantido por transplantes na for-
ma ascitica. Para a experiéncia, o liquido agcitico foi retirado
assepticamente. Uma aliquota foi corada pelo liquide de
Tiirk ¢ o numero de células/ml determinado por leitura na
cimara Neubauer. Preparou-se uma dilui¢io com solucio fi-
siologica, que contivesse 5 x 10° células/0,1 ml.

A forma sblida do tumor, usado nesse trabalho,foi obti-
da pela injecdio de 0,1ml da diluicio de células, no subcutd-
neo da coxa dos camundongos,

O estrogeno usado foi hexahidrobenzoato de estradiol
na dose de 2mg/kg. O horménio foi administrado em volume
de 0,1 ml por via subcutinea na coxa livre de tumor, a inter-
valos de 7 dias, por ser essa substincia de excrecio lenta. A
dose de 2 mg/kg foi escolhida apds experiéncias prévias nas
quais se constatou que esse regime de aplicagfo a camundon-
gos higidos durante 50 dias ensejava uma proporgio de mor-
tos praticamente igual 2 de um lote de camundongos que re-
cebia injecio semanal de solugio fisiologica.

Como o hexahidrobenzoato de estradiol ndo é solivel
em agua, o sen solvente (gentilmente fornecide pelo Labora-
torio fabricante) foi utilizado em estudos prévios, nio se obser-
vando alteracdes significativas quando comparado com ani-
mais que recebiam solugdo fisiologica.

Em todos os testes estatisticos utilizados, o nivel de
significincia considerado foi p < 0,05.

2.1. — Influéncia do estrogeno na evolugio da mortali-
dade de camundongos portadores de tumor de Ehdich

Dois grupos de 55 camundongos cada foram inoculados
com tumor de Ehrlich.

Ao primeiro grupo aplicouse 0,1ml subcutineo de so-
lugdo fisiologica semanalmente. O segundo grupo recebeu 0,1
ml subcutineo de hexahidrobenzoato de estradiol em injegoes
semanais.

Os animais foram observados durante 50 dias. As pro-
porgdes de mortos de cada grupo foram analizadas pelo teste
de Kohmogorov-Smirnov para duas amostras independentes® .

2.2, — Avaliagdo da resposta imunoldgica

Foi realizada a partir da injecdo intraperitonial em ca-
mundongos de um agente inflamatério, o tioglicolato de sodio.
Estudou-se a resposta dos animais quanto ao niimero de célu-
las no exsudato, nitmere de macréofagos, niimero de macrofa-
gos que fagocitaram e intensidade da fagocitose, Detalhes da
técnica podem ser encontrados em Baehner' .

Cada camundongo recebeu, 96 horas antes do experi-
mento, uma injecdo intraperitonial de 0,5 ml de tioglicolato
de sodio a 3%. Sabe-se que apos o 49 dia da injeciio do agente
inflamatorio, a parte celular do exsudato com capacidade fa-
gocitaria consiste quase exclusivamente de macrofagos. Decor-
ridas 96 horas da injeciio do agente inflamatorio, administrou-
-se por via intraperitonial 0,2ml de NBT 0,1% (Nitro blue te-
trazolium), uma substincia de cor amarela que exposta 4 luz
ou quando fagocitada, se reduz adgquirindo cor azul escura.
Decorridos 40 minutos dessa injecio o animal foi anestesiado
com éter e esgorgitado. A seguir injetou-se na cavidade peri-
toneal 2,5 ml de solucdo fisiologica e apos 30 segundos reco-
theuse da cavidade todo o liquido disponivel com material
de plastico. Anotou-se o volume total obtido.

O liquido recolhido foi distribuido em trés frascos, de-
vidamente protegidos da luz. Um frasco continha cristal vio-
leta e serviu para contagem global de células ¢ contagem dife-
rencial (macrofagos, polimorfonucleares, linfocitos e mastoci-
tos). Outro frasco sem corante, foi usado para a determinaco
da porcentagem de macréfages que apresentavam o corante
no seu interior, isto €, que fagocitaram. O conteido do ter-
ceiro frasco foi submetido a extracdo e dosagem do corante
fagocitado de acordo com o seguinte procedimento: centrifu-
gacdo a 1000 rpm por 5 minutos, ¢ desprezado o sobrenadan-
te, O concentrado de células obtido foi submetido a acfic da
piridina {2 ml) por 20 minutos & temperatura ambiente. Final-
mente, foi submetido a leitura em espectrofétometro em 560
nm. Conhecida a quantidade de corante extraido, isto é, fa-
gocitado, obteve-se um indice, que foi chamado de “indice
fagocitario”, pela relacio quantidade fagocitada de NBT.

niamero de macrofagos que fagoci-
taram

A avaliacdo das respostas imunologicas foi realizada em
quatro grupos de animais, entre os dias 20 e 25 do inicio da
experiéncia, isto &, da inoculac¢o do tumor.

2.2.1. — Grupo “controle”: 7 animais sem tumor, tra-
tados semanalmente com injegio subeutinea de 0,1 ml de so-
lugdo fisiologica.

2.2.2. — Grupo “‘estrogeno™: 8 camundongos recebe-
ram a cada 7 dias uma injecdo subcutinea de 0,1 ml hexahi-
drobenzoato de estradiol (2,5 mg/kg).

2.2.3. — Grupo “tumor +solucio fisiologica™: 7 camun-
dongos foram inoculados com tumor de Ehrlich e tratados se-
manalmente com injecdo subcutinea de 0,1 ml de solucdo fi-
stologica.

2.2.4. — Grupo “tumor + estrdgeno’: 5 camundongos:
foram inoculados com tumor de Ehrlich e tratados semanal-

mente com injecio subcutinea de 0,1 ml de hexahidroben-
zoato de estradiol (2,5 mg/kg).

Os resultados foram estudados por andlise de varidncia
a um critério seguido de comparages pelo método de Scheffé®
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no que se refere ao niimero total de células, niimero total de
macrofagos e mimero de macrofagos que fagocitaram o coran-
te. Os resultados do “indice fagocitario™ foram submetidos
ao método nfo paramétrico de Kruskall Wallis®.,

RESULTADOS

3.1. — Influéncia do Estrogeno na Evolucdo da Morta-

lidade de Camundongos portadores de Tumor de Ehrlich

A TABELA 1 apresenta a evolugdo da proporcionalidade
de mortos no grupo controle (tratado com solugdo fisiologi-
ca) e no grupo tratado com hexahidrobenzoato de estradiol.
O teste de Kohmogorov-Smirnov para duas amostras revela
diferenca significativa entre os grupos. Pode-se concluir que o
tratamento com o estrogeno acelera o obito entre os camun-
dongos portadores de tumor de Ehrlich.

TABELA 1
Proporg¢io de mortos nos grupos inoculados com Tumor de Ehrlich e tratados respectivamente com solucio fisiologica
e estrogeno, Os grupos foram comparados pelo teste de Kohmogorov-Smirnov para duas amostras.

DIAS TUMOR + SOLUCAQ FISIOLOGICA TUMOR + ESTROGENO KOIIMOGOROV-SMIRNOV
NUMERODE  OBITOS PROPORCAO [NUMERODE  OBITOS PROPORCAO GRANDE AMOSTRA
ANIMAIS DE OBITOS | ANIMAIS DE OBITOS
SOBREVIVEN- SOBREVIVEN-

TES TES
1 55 0 0/55 55 5 5/55 4,09
3 535 0 0/55 50 0 5/55 0,09
5 55 0 0/55 50 0- 5/35 0,09
7- 55 0 0/55 50 0 5/35 0,09
9 59 0 0/55 50 0 5/35 0,09

11 55 0 0/55 50 1 6/55 0,11

13 55 0 0/55 49 2 8/55 0,14

15 55 0 0/55 47 0 8155 0,14

17 35 0 0/55 47 7 15/55 0,27
19 | 55 0 0/55 40 7 22/55 ¢,40

21 55 0 0/55 33 3 25/55 0,45

23 55 2 2/55 30 3 28/55 047

25 53 2 4/55 27 1 29/55 0,45

27 51 1 5/55 26 3 32/55 0,49

29 50 0 5/55 23 1 33/55 0,51

31 50 3 8/55 22 3 36/55 0,51

33 47 1 9/55 19 5 41/55 0,58

35 46 1 10/55 14 1 42/55 0,58 < 0,05

37 45 1 11/55 13 1 43/55 0,58

39 44 5 16/55 12 4 47/55 0,56

41 39 4 20/55 8 4 51/55 0,56

43 35 0 20/55 4 0 51/55 0,56

45 35 6 26/55 4 1 52/35 0,47

47 29 10 36/55 3 1 53/55 0,31

49 19 2 38/55 2 2 55/55 0,31

51 17 0

« critico 0,05 bicaudal: 1,36/ nl +n2 = 1,36 4/ 110 = 0,26

nl. n2 55x55
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3.2, — Avaliacio da Resposta Imunologica
3.2.1, — Grupo “Controle” (Sem Tumor e Tratado com S.F.)

Os resultados da avaliacio da resposta imunologica neste grupo estdo na TABELA 2 abaixo:

NUMERO TOTAL NUMERO DE NUMERO DE {NDICE FAGO-
DE CELULAS MACROFAGOS MACROFAGOS CITARIO

CAMUNDONGOS NO EXSUDATO  (x 106) QUE FAGOCL  (x 10~%)
- (x 10°) TARAM
(x 10°)
1 9,20 7,36 2,06 0,25 INDICE FAGOCITARIO
2 3,80 2.70 1,50 0,35
3 9,00 7,20 3.70 0,50 — QTDE. FAGOCITADA
4 10,40 8,50 3,58 0,13 No DE MACROFAGOS
5 2,30 1,79 0,64 1,50 QUE FAGOCITARAM
6 400 344 1,00 5,00
7 1,50 1,14 0,33 39,00
MEDIA +SEM 5,74 £1,39 459+ 1,14 1833051  6,67%543

TABELA 2 — AVALIAGAQ DA RESPOSTA IMUNOLOGICA NO GRUPO “CONTROLE™

3.2.2. — Grupo “Estrogeno™

Na TABELA 3, abaixo, encontra-se a avaliag@io da resposta imunoldgica neste grupo.

NUMERO TOTAL NUMERO DE NUMERO DE INDICE FAGO-
DE CELULAS MACROFAGOS MACROFAGOS CITARIO

CAMUNDONGOS NO EXSUDATO  (x 10°) QUEFAGOCL  (x10™°)
(x 10%) TARAM
(x 10°)
1 17,50 11,00 2,70 5,00 INDICE FAGOCITARIO
2 7,80 5,00 1,70 1,10
3 20,00 14,40 3,30 0,90 = QTDE. FAGOCITADA
4 20,70 18,00 320 0,50 No DE MACROFA-
5 5,10 3,90 1,35 0,37 GOS QUE FAGOCI-
6 8,20 3,20 1,44 9,70 TARAM
7 7,10 5,18 2,74 0,72
8 8,00 5,92 1,70 0,29
MEDIA £ SEM 11,80 + 2,27 8,32+ 1,94 2274028  232+1,19

TABELA 3 — Avalia¢do da Resposta Imunologica no Grupo “Estrogeno™.
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3.2.3. — Grupo “Tumor +Solugio Fisiologica™

Os resultados da avaliagio da resposta imunologica neste grupo estio na TABELA 4, abaixo:

NUMERO TOTAL NUMERODE  NUMERODE  INDICE FAGO-
DE CELULAS  MACROFAGOS MACROFAGOS CITARIO
CAMUNDONGOS NO EXSUDATO  (x 10%) QUEFAGOCL  (x 10°)
(x 10°) TARAM
(x 105)
1 2,30 1,50 0,36 100,00 INDICE FAGOCITARIO
2 1,00 0,62 0,22 160,00
3 3,36 2,60 1,00 0,50 = QTDE. FAGOCITADA
4 4,80 3,80 1,39 9,35 Ne DE MACROFAGOS
5 7,20 4,30 1,49 2,00 QUE FAGOCITARAM
MEDIA + SEM 3,733 1,07 2,56 + 0,69 0,89 % 0,26 54,36 + 32,33

TABELA 4 — Avaliaciio da Resposta Imunoléogica no Grupo ““Tumor = Soluggo Fisiologica™.

3.2.4. — Grupo “Tumor +Estrogeno™

Os resultados da avaliacdo da resposta imunologica neste grupo estdo na TABELA 5:

NUMERO TOTAT, NUMERODE  NOUMERODE  INDICE FAGO-
DE CELULAS MACROFAGOS MACROFAGOS CITARIO
CAMUNDONGOS NO EXSUDATO  (x 10°) QUE FAGOCL  (x 10%)
(x 10%) TARAM
(x 10%)
1 540 388 1,99 4,70 INDICE FAGOCITARIO
2 3,00 2.37 1,50 0,66
3 0,57 0,46 0,30 10,00 = QTDE. FAGOCITADA
4 0,90 0,73 0,50 1,00 No DE MACROFAGOS
5 6,50 5.90 2,80 0,71 QUE FAGOCITARAM
6 54,00 25,00 12,70 0,86
7 1,20 0,81 0,37 270,00
MEDIA + SEM 10,22 £7,34 559 £3,32 287+1,68 41,13 + 41,68

TABELA 5 — Avaliacdo da Resposta Imunologica no Grupo “Tumor +Estrogeno™.

Os resultados da avaliagio da resposta imunologica fo-
ram submetidos a andlise de varidncia ou & prova de Kruskalt
Wallis,

Nio houve diferenca significativa entre os camundongos

dos grupos “controle”, “‘estrogeno”, “tumor + 5. F.” e “Tu-
mor -+ Estrogeno™ com relacio ao niimero de células no exsu-
dato, nimero de macrofagos, niimero de macrofagos que fa-
gocitaram e indice fagoeitario,
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DISCUSSAO

4.1. — Influéncia do Estrogeno na Evolugio da Mortali-
dade de Camundongos portadores de Tumor de Ehrlich

O tratamento com estrogenos de camundongos machos
portadores de Tumor de Ehrlich acelerou a mortalidade dos
animais em rela¢do ao grupo “controle” tratado com solucda
fisiologica.

Este {ato sugere a possibilidade da neoplasia ser estro-
geno-dependente. Esta hipotese ¢ bastante atrativa se for con-
siderado que o tumor de Ehrlich foi originariamente obtido
de um carcinoma espontineo de mama de camundongo®.

Outra possibilidade se baseia na hipotese dos estroge-
nos provocarem um aumento inespecifico da atividade imuni-
taria do amimal. Desta forma, haveria formacgio em maior
quantidade de anticorpos protetores de tumor os quais facili-
tariam o seu desenvolvimento.

4.2. — Influéncia do Estrogeno na Resposta Imunologi-
ca de Camundongos Portadores de Tumor de Ehrlich

A capacidade de resposta imunologica dos camundon-
gos foi avaliada pelos estudos dos macrofagos e sua capacida-
de fagocitaria. A produgio de macrdfagos era desencadeada
por estimulo inflamatério.

Os macrofagos sio células auxiliares da resposta imuno-
logica. Sfo de importincia fundamental na hipersensibilidade
tardia, ou mediada por células*. O seu papel pode ser com-
preendido no seguinte esquema: .
linfécito sensibilizado + antigeno ——3MIF (Macrophage

Inhibitor Factor)
macrofago + MIF——— libera enzimas que provocam lesio
celular.

Nesse trabalho ndo foi possivel verificar qualquer alte-

LI 11 " 4

ragdo entre os grupos “controle”, “‘estrogenc”, “tumor +so-

kY

lucdo fisiologica”, “tumor + estrogeno™ no que se refere a
niimero de macrofagos e sua capacidade fagocitaria apés esti-
mulo inflamatorio.

O estrogeno ndo protegen os camundongos portadores
de neoplasia, ndo se demonsirando aumento de capacidade
dos macrdfagos que viriam a lesar a célula tumoral. Mas nio
se pode afastar a hiptese do aumento de anticorpos proteto-
res do tumor que facilitariam o desenvolvimento deste e a
morte mais rapida para sen hospedeiro.

Em sintese, o aumento na proporgio de mortos entre
os camundongos portadores de Tumor de Ehrlich tratados
com estrogeno podem ter varias explicagBes especulativas das
quais destacam-se:

1) O estrogeno anmenta a produgio de anticorpos pro-
tetores do tumor.

2) O tumor é estrogeno dependente ¢ teria receptores
de estrogenos. Essa hipdtese podera ser melhor estudada pela
dosagem de receptores de estrogenos na neoplasia ou pelo tra-
tamento do tumor com drogas anti-estrogenos (tamoxifeno).

3) Um mecanismo desconhecido.

CONCLUSAO

5.1. — Os estrogenos aceleram a mortalidade de camun-
dongos machos portadores de Tumor de Ehulich.

5.2. — Nio foi demonstrada alteracfio significativa no
nimero ¢ capacidade fagocitaria dos macrofagos em resposta
a inflamacéo de camundongos tratados com estrogenos.

5.3. — Camundongos com Tumor de Ehilich, tratados
com solugdo fisioldgica on estrogenos, nio apresentaram alte-
ragio significativa no mimero ¢ capacidade fagocitaria dos
macrofagos em resposta a inflamacéo.
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