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RESUMO

Modificagdo da resposta inflamatoria sisttmica em ratos inoculados com
carcinossarcoma 256 de Walker: papel da degranulacdo mastocitaria. André Luiz dos
Reis Barbosa. Dissertacdo submetida ao Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard, como requisito parcial para
a obtencdo do titulo de Mestre em Farmacologia. Orientador: Prof. Dr. Marcellus
Henrique Loiola Ponte Souza. Fortaleza, 2007.

No presente estudo avaliou-se os efeitos da inoculagdo do carcinosarcoma 256 de Walker,
bem como o curso de seu desenvolvimento, sobre a reagao inflamatoria sist€émica. Ratos
Wistar machos, pesando entre 180 a 220g, foram inoculados, por via intramuscular, com 10°
células tumorais na coxa direita. Os experimentos foram realizados apds o 4°, 7° e 10° dias
(4D, 7D e 10D) da inoculagdo do carcinossarcoma 256 de Walker. O grupo controle nao foi
inoculado as células tumorais. Os ratos foram divididos em grupos experimentais com n = 6,
nos quais foram avaliados os seguintes parametros: edema de pata por carragenina (Cg;
300ug/pata direita) ou dextrana (Dxt; 500ug/pata direita), atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), migragdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal induzidas por
carragenina (Cg; 300ug/pata direita), permeabilidade vascular cutdnea induzidas por
bradicinina (2pg/sitio), histamina (30pg/sitio), serotonina (lpg/sitio), substancia P
(250ng/sitio), capsaicina (50ug/sitio) ou composto 48/80 (lpg/sitio) e degranulagdo
mastocitaria induzida por composto 48/80. A intensidade do edema foi avaliada na pata
contralateral ao tumor 1, 2, 3 e 4 hs (Cg) e 30’ ,1 2, 3, ,4 hs (Dxt) por pletismometria. A
migracdo de neutrofilos foi induzida pela administragdo de Cg (300ug/pata) na pata
contralateral ao tumor ou na cavidade peritoneal. Apos 4 horas, os ratos foram sacrificados e
as peles das patas foram retiradas para medir indiretamente a infiltragdo de neutréfilos, pela
técnica da dosagem da atividade da MPO, e a migracdo de neutréfilos para cavidade
peritoneal foi avaliada através da contagem total e diferencial de leucdcitos. Em relagdo a
permeabilidade vascular cutinea, imediatamente apds as injecdes intradérmicas dos estimulos
(bradicinina, histamina, serotonina, substiancia P, capsaicina ou composto 48/80), foi
administrado azul de Evans (0,1mL/100g do animal), na veia do plexo peniano. Apos 30 min,
os ratos foram sacrificados e a pele do dorso retirada, para avaliar o extravasamento do azul
de Evans por espectrometria. A degranulacdo de mastocitos do mesentério foi avaliada apos
coloragdo com azul de toluidina, sendo contados os mastocitos degranulados num total de 100
células. Os animais com tumor apresentaram uma inibi¢do significativa do edema de pata,
com efeito maximo observado nos 7 ° e 10 ° dias, tanto com a Cg, quanto com Dxt, quando
comparados com o controle sem tumor. Em nenhum dos dias estudados, foram observadas
diferengas na atividade da MPO na pata e nem na avaliacdo da migracao de neutréfilos para a
cavidade péritoneal induzidas por Cg. Apos 4 e 7 dias da inoculagdo do tumor, o animais
apresentaram uma significativa diminui¢cdo na permeabilidade vascular cutdnea induzida por
bradicinina, serotonina, e composto 48/80. No entanto, o aumento da permeabilidade vascular
induzida por histamina, substancia P e capsaicina nao foi alterada nesses dois dias. No 10 °
dia, observou-se uma diminui¢do da permeabilidade vascular induzida por todos os estimulos
quando comparado com o grupo sem tumor. A degranulacdo mastdcitaria foi inibida em
animais com tumor nos 4°, 7° e 10° dias em compara¢do com o grupo controle. Tais dados
sugerem que o microambiente do tumor de Walker diminui o curso da resposta inflamatoria
através da inibicao da degranulagdo dos mastocitos

Palavras-chaves: Tumor de Walker, micro ambiente tumoral, resposta inflamatdria, mastdcito.
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ABSTRACT

Modification of the systemic inflammatory response in rats with carcinossarcoma 256
Walker: Role of mast cell degranulation. André Luiz dos Reis Barbosa. Departament of
Physiology and Pharmacology, School of Medicine, Federal University of Ceara,
(Pharmacology master science). Supervisor: Prof. Dr. Marcellus Henrique Loiola Ponte
Souza. Fortaleza, 2007.

Our objective was to evaluate the effect of the 256 Walker carcinossarcoma inoculation, as
well as the time course of tumoral development, upon the acute inflammatory response in rats.
Wistar rats, 180-220g, received intramuscular 10° tumor cells injections. At the end of 4, 7 or
10 days, wistar rats were separated into 4 groups, with 6 animals per group. The control
group, were not inoculated with tumoral cells. Several parameters were evaluated: paw edema
induced by carrageenan (Cg; 300pg/hind) or dextran (Dxt, 500ug/hind paw), myeloperoxidase
activity (MPO), neutrophil migration to peritoneal cavity induced by carrageenan, cutaneous
vascular permeability induced by bradykinin (2pg/site), serotonin (lpg/site), histamine
(30pgf/site), substance P (250ng/site), capsaicin (50ug/site) or 48/80 compound (1 pg/site) and
mast cell degranulation induced by 48/80 compound. Paw edema was evaluated in the contra
lateral hind paw of the tumor and measured at 0, 1, 2, 3 and 4h for Cg, and 0, 30°, 1, 2, 3 and
4h.for Dxt by plethysmometry. Neutrophil migration was induced by Cg injection in the
contralateral hind paw or in the peritoneal cavity. After 4h, rats were sacrificed and the skin of
the hind paw was harvested to measure neutrophil infiltration by MPO assay. Neutrophil
migration induced by Cg was also evaluated in the peritoneal cavity, with the total e
differential leucocytes counted. In order to measure cutaneous vascular permeability,
immediately after intradermic stimulus injections (bradykinin, histamine, serotonin, substance
P, capsaicin or 48/80 compound) Evans Blue dye was administrated (0,1mL/100g of per
animal) by endovenous route. After 30 min rats were sacrificed and the skin was harvested to
evaluate Evans Blue extravasations by spectrofotometry. Mast cells degranulation was
evaluated in the in mesentery incubated with 48/80 compound and colored with toluidine
blue. Our results shows that, in animals inoculated with the carcinossarcoma, there was a
significant inhibition in the Cg and Dxt- induced paw edema, with maximal effect at the 7"
and 10" days. There were no differences in MPO activity and neither in the peritoneal
neutrophil infiltration induced by Cg in rats inoculated with the carcinossarcoma when
compares to normal animals. After 4 and 7 days of the tumor inoculation, we observed a
significant inhibition of the vascular permeability induced only by bradikinin, serotonin and
48/80 compound.. In the 10" day after the carcinossarcoma inoculation, there was a
significant inhibition of the vascular permeability induced by all inflammatory stimulus
tested, when we compared animals not inoculated. Mast cell degranulation was decreased in
the 4", 7™ and 10™ days after carcinossarcoma inoculation. These results suggested that the
tumor microenvironment decreased the acute inflammatory response probably due to a
inhibition of the mast cell degranulation.

Key words: Walker tumor, tumoral microenvironment, inflammatory process, mast cell.
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l. INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

ASPECTOS GERAIS DO PROCESSO INFLAMATORIO

Os primeiros relatos sobre o processo inflamatorio datam desde 3000 anos a.C porém
foi Cornélius Celsius que, no inicio da era crista, descreveu os quatro sinais principais da
resposta inflamatoéria: dor, calor, rubor e edema. Posteriormente, a inatividade funcional foi
acrescentada por Virchow como sendo o quinto sinal da inflamagdo (ROCHA e SILVA,
1978).

A resposta inflamatoria pode ser gerada por traumas, complexos antigenos-
anticorpos, patdogenos e por uma gama de mediadores, inclusive neurotransmissores que sao
liberados por terminagdes nervosas. Esse fenomeno pode ser dividido em fase aguda e fase
cronica (ROBBINS et al., 1994).

A fase aguda da resposta inflamatdria pode ser caracterizada por ser de curta duracio.
Possui trés componentes principais: as alteragcdes do calibre dos vasos, alteragdes das
estruturas da microvasculatura e migracdo de leucocitos da micro circulagdo para o foco da
lesao (ROBBINS et al., 1994 ).

A fase cronica do processo inflamatorio ¢ aquela considerada de duragdo prolongada.
Nesta fase ocorre inflamagao ativa, destrui¢do tecidual e tentativa de reparacdo. Além disso,
ocorre também infiltragdo de macrofagos, linfocitos, plasmocitos e angiogénese (ROBBINS

et al., 1994).



1.2. FENOMENOS VASCULARES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Os fenomenos vasculares que ocorrem nas reagdes inflamatdrias consistem em
alteracdes do fluxo sangiiineo, calibre e permeabilidade vasculares. O processo tem inicio
com contragdo arteriolar, seguido de vaso dilatagdo, recrutamento de novos leitos vasculares e
aumento do fluxo sangiiineo na regido afetada pelo estimulo inflamatério. O aumento da
permeabilidade na micro circulagdo permite a fuga de liquido plasmatico rico em proteinas,
reduzindo a pressao oncotica intravascular e aumentando a pressdo oncoética intersticial. Este
fenomeno, associado ao aumento da pressao hidrostatica, secundario a vaso dilatagdo, leva a
um extravasamento acentuado de liquido para o espago intersticial constituindo o edema
(ROBBINS et al., 1994).

Como podemos observar, para que ocorram todos estes eventos descritos ¢ fundamental que
ocorram altera¢des no endotélio para explicar as modificagdes observadas no mesmo. Existem
alguns mecanismos que foram propostos por Majno (1992) e modificados por Collins (1999).
O primeiro deles consiste na formagao de fendas no endotélio das vénulas e ¢ alcangado pela
acdo da histamina, bradicinina (BK), leucotrienos (LT), substincia P e varios outros
mediadores quimicos. O aumento de permeabilidade ocorre rapidamente apds a exposi¢ao ao
mediador e consiste em um evento de curta duracdo (15 a 30 minutos); este mecanismo afeta
apenas as vénulas (MAJNO & PALADE, 1961; BOWDEN et al, 1996). Uma outra forma de
modificacdo que pode ocorrer no endotélio é a reorganizagdo do cito esqueleto com retracao
endotelial, que pode ser induzida in vitro por algumas citocinas — como IL-1, TNF-a e
interferon-y (IFN-y) — por hipdxia e por injurias sub-letais as células endoteliais. Em contraste
ao efeito da histamina, a resposta ¢ normalmente retardada (4 a 6 horas) e de longa duragao
(24 horas ou mais); ainda permanece incerta a hipotese de que este mecanismo contribua para

o aumento da permeabilidade in vivo (BRETT et al, 1989).



Além desses mediadores, existem outros que sdo coadjuvantes no processo de vaso
dilatacdo como, por exemplo, o oxido nitrico (NO) , que causa potencial vaso dilatagdo e
produgdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-2) e também produz o PAF. O PAF além de
causar consideravel vaso dilatagdo, provoca eritema e formagdo de papulas (DALE et al.,

2003).

1.3. FENOMENOS CELULARES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

O mecanismo principal de defesa do organismo contra agentes lesivos e de reparo dos tecidos
lesionados € o da resposta inflamatoria celular

Dentre as células envolvidas na inflamacgao, algumas estdo presentes normalmente nos tecidos
(mastocitos, macrdofagos), enquanto outras (plaquetas e leucocitos) tém acesso a area da
inflamacao, a partir do sangue (DALE et al., 2003). Além dessas células, as células do sistema
linfatico também participam do evento celular do processo inflamatdrio (células dendriticas e

interdigitantes).

1.3.1. NEUTROFILOS

Os neutrodfilos constituem os primeiros leucécitos sangiliineos a alcangar a area da resposta
inflamatoéria. Essas células aderem ao endotélio vascular através de uma interagdo entre as
moléculas de adesdo presentes nas células endoteliais, como, por exemplo, a familia da
selectinas, com moléculas correspondentes sobre o neutr6filos como, por exemplo, a familia
das integrinas (DALE et al., 2003).

Os neutréfilos produzem citocinas e quimiocinas, que atraem outros neutrofilos e outras

células do sistema imune. Essas células sdo de extrema importancia para o controle do



desenvolvimento local bacteriano e, consequentemente, prevencdo da disseminagdo
bacteriana (DALSECCO et al., 20006).

A seqiiéncia de eventos na jornada dos leucocitos da luz para o tecido intersticial, pode
ser dividida nas seguintes etapas: 1. Marginagdo, rolagem e aderéncia; 2. Diapedese; 3.
Migragdo para os tecidos. A migracdo de neutréfilos ¢ mediada por citocinas pro -
inflamatorias, como TNF-a, IL-8 e fator quimioatraente de neutréfilo derivado de macrofagos
(MNCF) (CUNHA et al., 2000). A diapedese dos neutrofilos do lumen dos vasos capilares
para o espaco extra vascular ¢ um processo que resulta da agdo conjunta da varias moléculas
de adesdo celular, classificadas em quatro familias: integrinas, imunoglobulinas,
glicoproteinas e selectinas. Essas moléculas facilitam a interacdo de leucocitos
polimorfunucleares com o endotélio.
Essa intera¢ao dos neutrofilos com o endotélio venular ¢ fraca. Esse evento e a lentificagdao do
fluxo sangiiineo, resulta no rolamento dos polimorfunucleares sobre o endotélio venular. As
selectinas P e E do endotélio e as selectinas L dos leucocitos sdo as proteinas responsaveis por
este contato inicial. As selectinas P ¢ E sdo glicoproteinas de membrana cujos dominios
lectinicos, que sdo dependentes de célcio, ligam-se as porgdes sidlicas de oligossacarideos,
que estdo presentes em glicoproteinas da superficie de leucocitos (McEVER, 1991; VARKI,
1992). A expressdo dessas proteinas de adesdo que sdo indispensaveis para o inicio do
processo inflamatorio, € estimulada por histamina, trombina, PAF (ROBBINS et al., 1994) ¢
TNF - a.
A E-Selectina ¢ uma glicoproteina especifica de membrana das células endoteliais, que tem
como func¢do mediar a rolagem lenta e a estabilizagdo do arraste dos leucécitos no endotélio
durante a inflamagdo. Essa selectina possui um dominio amino - terminal tipo C. Ha uma

evidencia de que a E-Selectina tem uma significativa importdncia no processo de



angiogénese. Essa proteina estd envolvida com eventos essenciais do processo angiogénico
como, prolifera¢ao celular, migragdo e neovascularizagdo ( YU et al., 2004).

A adesdo acontece quando se estabelece a firme ligacdo entre as f3, integrinas (p.ex. CD11a/
CD18, CD11b /CD18 e CD11¢/CD18) dos leucocitos e as moléculas de adesdo intercelulares
da classe das imunoglobulinas (ICAM-1 e ICAM-2) na superficie do endotélio (McEVER,
1992; CRONSTEIN & WEISSMANN, 1993).

Apds o extravasamento, os leucdcitos emigram dos tecidos em dire¢do ao local da lesdo.
Substancias enddgenas e exodgenas podem atuar como quimioatraentes. Os agentes exodgenos
mais comuns sdo os produtos bacterianos como lipossacarideo bacteriano (LPS). Os
mediadores quimicos enddgenos incluem componentes do complemento (C5a), produtos da
via da lipoxigenase, principalmente leucotrieno B, e citocinas, e quimiocinas (ROBBINS et
al.,, 1994). A ligagdo de agentes quimiotaticos a receptores especificos nas membranas
celulares dos leucécitos resulta na ativagdo da fosfolipase C, mediadas por proteinas G
singulares, levando 4 hidrolise de fosfatidilinositol-4-5-bifosfato (PPI, ) em inositol-1-4-5-
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), e posterior liberagdo de calcio, primeiro das reservas
intracelulares e, depois, por influxo de calcio extracelular. A elevagdo do célcio citosodlico
suscita a montagem dos elementos responsaveis pelo movimento celular. O mecanismo de
defesa do organismo desenvolvido pelos neutréfilos, apos a sua migragdo para o local da
lesdo, consta da produgdo de espécies reativas de oxigénio, como anion superdxido (O;) e a
espécie extremamente oxidante e reativa derivada do NO que € o anion peroxinitrito (ONOO)

(GREENACRE et al., 2002), além da fagocitose de particulas (ROBBINS et al., 1994 ).



1.3.2. MACROFAGOS

Os macréfagos fazem parte do sistema fagocitico mononuclear, composto por células que sao
idénticas em relacdo as suas caracteristicas morfologicas, imunoldgicas e funcionais. As
células desse sistema sdo oriundas da medula 6ssea, a partir de um precursor comum, que da
origem aos monocitos da corrente sangliinea, que nos tecidos se transformam em macréfagos.
A meia-vida do mondcito sangiiineo ¢ de cerca de um dia, enquanto os macréfagos teciduais
podem durar varios meses (ROBBINS et al., 1994).

Nos tecidos, os mondcitos sdo transformados em macrofagos. Sao encontradas células
semelhantes, todas pertencentes ao sistema de fagdcitos mononucleares, em varios tecidos,
que provavelmente derivam de mondcitos circulantes (DALE et al., 2003). TNF-a ¢
responsavel pela maturagdo de mondcitos a macréfagos residentes.

Dentre os fatores quimioatraentes para macrofagos incluem: C5a, quimiocinas produzidas por
macrofagos ativados (MCP-1), certos fatores do crescimento como o TGF-f, fragmentos da
degranulacdo de colageno e fibronectina (ROBBINS et al., 1994). Adicionalmente, diversos
estimulos exdgenos, como as inje¢des de substancias irritantes ou de microorganismos podem
alterar a divisdo, recrutamento e provocar uma grande migracdo de macrofagos (VAN
FURTH, 1978).

No principio do processo inflamatdrio, os macréfagos funcionam como células de alarme,
informando a presenga de estimulos injuriantes nos tecidos e liberando mediadores envolvidos
na fagocitose, migracdo de leucécitos, dor e resposta imunolégica (FERREIRA et al., 1993).
O macréfago ¢ uma figura central no processo inflamatério cronico devido ao grande numero
de substancias que o macrofago ativado produz. Algumas dessas substancias sdo toxicas para
a célula como, por exemplo, o NO. Outras causam influxo de outros tipos celulares como, por
exemplo, citocinas, quimiocinas e outras causam proliferacdo de fibroblastos, deposito de

colagenos e angiogénese (ROBBINS et al., 1994).



MASTOCITOS

Os mastocitos estdo localizados primariamente nas mucosas € nas areas perivasculares de
varios tecidos. Eles sdo de fundamental importancia para a reagdo imune e estdo presentes no
local do processo inflamatorio, junto de outras células responsaveis pelo desencadeamento da
resposta inflamatdria, como por exemplo, macréfagos. Evidéncias sugerem que moléculas
existentes na superficie da membrana dessas células sdo de fundamental importancia para o
acumulo, destrui¢do e regulagdo de leucdcitos no local do processo inflamatério (VALENTE
et al., 1989). Existe uma heterogeneidade entre as populagdes de mastécitos de diferentes
tecidos e espécies, sendo os mastocitos da cavidade peritoneal de ratos, aqueles
frequentemente utilizados como modelo de um mastécito genérico (KOIVISTO et al., 1999).
Durante certas respostas imunes, mastocitos e células T podem ser ativadas simultaneamente
por mecanismos independentes. Células T ativadas podem induzir mastdcitos a secretar
histamina, TNF-a e metaloproteinase 9 (MMP 9). E conhecido que, certos produtos da
degranulacdo mastocitaria podem influenciar na fungdo das células T. Os mastocitos sdao
produtores em potencial de TNF-a, com isso eles podem controlar o recrutamento, ativacao e
funcdo das células T. A histamina, que é o mediador que existe em maior quantidade nos
mastocitos humanos, promove a ativagdo de células Thl e Th2. Estudos recentes mostraram
que LTB4, que ¢ produzido por mastdcitos, regula a migragdo de células T (NAKAE et al.,
2005).

O fator de crescimento endotelial (VEGF) e o fator de permeabilidade vascular (VPF) da
linhagem de mastdcitos da pele humana (MHC-1) parecem estar envolvidos no processo de
neovasculariza¢do, com sua exata participacdo ainda nio sendo clara (GRUTZKAU et al.,

1998).



Na tentativa descobrir os mecanismos de degranulagdo dos mastocitos, chegou-se a revelar a
existéncia de dois tipos de mecanismos: o de liberagdo rapida ou degranulagdo anafilatica, que
se completa alguns minutos apds o estimulo e ¢ caracterizado pela fusdo coordenada dos
granulos e posterior secre¢do dos mediadores, € um segundo mecanismo de esvaziamento
lento dos granulos, que ¢ caracterizado pela auséncia de fusdo intergranular (DVORAK,
1997).

Os passos bioquimicos que envolvem a degranulagdo anafilatica sdo apenas parcialmente
conhecidos; supde-se que a ligacdo cruzada das IgEs ao antigeno ative uma proteina G de
ligacdo a guanosina trifosfato (GTP), que, por sua vez, provoca a ativagdo de uma PLC
(fosfolipase C) especifica para o bi fosfato de fosfatidilinositol (PIP,). Essa enzima catalisa a
liberagdo de IP; ¢ de DAG do PIP, de membrana. O IP; promove a liberagdo do célcio
intracelular do reticulo endoplasmatico. Calcio e DAG combinam-se com fosfolipideos de
membrana para a ativagdo da proteina quinase. Com o aumento da concentraciao
citoplasmatica de calcio, ocorre ativagdo de enzimas, como a PLA;; além disso, o complexo
calcio-calmodulina ¢ capaz de ativar a quinase de cadeia leve de miosina. Nos mastdcitos, o
resultado desta ativagdo € a geracdo de mediadores lipidicos, como as PGs ¢ LTs bem como a
exocitose dos granulos. (ABBAS et al., 1997).

Mastocitos quando ativados secretam por exocitose, histamina, catepsina G e
carboxipeptidases. Sintetizam também PGE, LTD4 LTE4s LTB4, LTC 4 PAF. Iniciam
processos de transcri¢do, e secre¢ao de citocinas como IL-4, IL-8, IL-6, IL-5, TNF-a (GALLI
et al., 1991; COSTA et al., 1998). A 5-Hidroxitriptamina (Serotonina) esta pré-formada em
mastocitos e plaquetas de roedores, mas ndo estd presente em mastocitos e plaquetas
humanas.

Contudo, os mastdcitos sdo considerados células amplificadoras da reacdo inflamatéria por

liberarem e por estimularem a produgdo de muitos dos mediadores quimicos da inflamacao.



Estes mediadores, por sua vez, podem atuar aumentando a permeabilidade vascular ou mesmo
contribuindo para a migracdo e ativagdo de leucocitos durante a fase mais tardia da

inflamacao.

MEDIADORES INFLAMATORIOS

Os mediadores quimicos participam de todos os passos do processo inflamatério, como
descrito anteriormente. Collins (1999) definiu as principais caracteristicas das moléculas
mediadoras da inflamagdo. Os mediadores originam-se do plasma ou de células. Os
mediadores oriundos do plasma, como por exemplo, o sistema complemento, estdo presentes
na sua forma precursora inativa, que deve ser ativada, normalmente por uma série de
clivagens proteoliticas, para que a molécula adquira suas propriedades biologicas. J& aqueles
dependentes de células, sdo normalmente estocados em granulos intracelulares, que precisam
ser secretados (como a histamina presente nos mastdcitos) ou sdo sintetizados “de novo”
(como as citocinas) em resposta a um estimulo. As células que originam esses mediadores sao
normalmente as plaquetas, os neutr6filos, os mondcitos, os macréfagos e mastocitos, porém,
células mesénquimais (endotélio, musculo liso, fibroblastos) e epiteliais podem também ser
induzidas e gerar alguns desses mediadores.

Os principais mediadores de acdo farmacologica sdo: histamina, serotonina,
bradicinina, neuropeptideos, como por exemplo, a substancia P(SP), eicosandides, NO e
citocinas (DALE et al., 2003). A capsaicina nao ¢ um mediador inflamatorio, mas ela serad
citada como um potente estimulador experimental da resposta inflamatoria. Abaixo sera
descrito algumas das principais agdes desses mediadores tdo importantes para a resposta

inflamatoria.
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HISTAMINA

Histamina ¢ sintetizada por baséfilos humanos, mastécitos, linfocitos, neurdnios e células
gastricas enterocromafins .

A interag¢do da histamina com o receptor H1 medeia uma variedade de efeitos associados com
os sintomas da anafilaxia e doencas alérgicas (SIMON et al., 1994; SIMON et al., 1997). A
histamina contribui para a progressao das respostas inflamatoria e alérgica através da
produgdo e secre¢do de citocinas pro-inflamatorias como IL-1a, IL-6, IL-8 (BAYRAM et al.
1999; JEANNIN et al., 1994; VANIER e DINARELLO, 1993)

Existem quatro receptores de histamina (MILLER & NELSON, 1989). Esses receptores sao
do tipo acoplado & proteina G. O receptor H1, quando ativado, produz muitos sintomas e
sinais da doenga alérgica na pele, nariz ¢ vias aéreas. Ele estd presente no musculo liso
vascular, neutréfilos, eosindfilos e células B ¢ T. O receptor H2 esta presente nas células
gastricas, células nervosas, hepatdcitos e a sua estimulagdo aumentam a liberagao da secrecao
acida gastrica (DALE et al., 2003). C¢élulas endoteliais expressam receptores H1 ¢ H2 e
através da agdo sobre receptores H1, a histamina aumenta a expressdo das moléculas de
adesdo como [-CAM, V-CAM e P-selectina (YAMAKI et al.,1998; KUBES & KANWAR ,
1994). Modulando a agdo desses receptores a nivel vascular ela exerce forte influencia no
processo inflamatorio (SCHAEFER et al., 1999).

O receptor H3 foi identificado no sistema nervoso central e periférico, sendo receptores pré-
sinapticos responsaveis pelo controle da producdo da histamina e de outros
neurotransmissores (DIMITRIADOU et al., 1994). O receptor H4 se mostra fortemente
presente na medula dssea, células hematopoieticas periféricas, neutrofilos, eosinéfilos, timo e

coracdo (NAKAMURA et al., 2000). Basofilos e mastdcitos expressam receptor H4. (ZHU et
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al., 2001). A estimulacdo desse receptor promove acumulo de células inflamatorias

(eosinoéfilos e mastdcitos) no local da inflamagao alérgica (NAKAMURA et al., 2000).

1.4.2. SEROTONINA

A serotonina foi descoberta em 1948 e foi identificada quimicamente no plasma, como 5-
hidroxitripatamina(5-HT). Posteriormente, foi encontrada no trato gastrintestinal e no sistema
nervosa central (DALE et al., 2003). Esse neurotransmissor ¢ um mediador vaso ativo pré-
formado com agdes similares a da histamina (ROBBINS et al., 1994). Essa substancia
vasoativa ¢ produzida por mastocitos (roedores), plaquetas e basofilos (DRAY, 1995). Seus
principais receptores sdo SHT1 A, SHT1 B, SHT1 D, SHT2 A, SHT2 B, SHT2 C, SHT3,
SHT4, SHTS, SHT6 e SHT7.

Os receptores SHT1 quando estimulados, produzem inibi¢do neuronal, ansiedade, vaso
constrigdo pulmonar, vaso constricdo cerebral. Os receptores SHT2 na presenga de um
agonista, produzem excitacdo neuronal e contracdo de musculo liso cerebral. Os receptores
SHT3 quando ativados produzem excitagdo neuronal, émese e efeitos comportamentais. O
receptor SHT4 quando estimulado possui efeito na motilidade gastrintestinal. As acdes dos
receptores SHTS, SHT6 e SHT7 permanecem desconhecidas (DALE et al. 2003).

Assim como a histamina, a serotonina ¢ de fundamental importancia para a potencializagao da
resposta inflamatdria, pois age sobre os vasos, causando em alguns deles vasodilatacido e

também age sobre as terminac¢des nervosas, gerando a inflamagao neurogénica.

BRADICININA
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A bradicinina ¢ um peptideo vaso ativo formado pela acdo de enzimas sobre substratos
protéicos, denominados cininogénios. Essa substancia ¢ formada a partir do cininogénio de
alto peso molecular no plasma, sob a acdo da calicreina (DALE et al., 2003).

A bradicinina ¢ capaz de produzir muito dos fendomenos da resposta inflamatoria como, por
exemplo, dor, vaso dilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e espasmo da musculatura
lisa vascular.

Essa substancia possui dois receptores: B1 e B2. O receptor Bl esta presente na maioria dos
tecidos normais. Esses receptores respondem ao metabolito da bradicinina e podem
desempenhar um importante papel na inflamag¢do e hiperalgesia. Os receptores B2 estdo
constitutivamente presentes em muitas células e tecidos normais (DALE et al., 2003).

A bradicinina provoca vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular por produzir PGI,

e liberagdo de NO (DALE et al., 2003).

SUBSTANCIA P

Os neuropeptideos liberados de neurdnios sensitivos contribuem para a rea¢ao inflamatoria. A
substancia P atua sobre mastocitos, liberando histamina e outros mediadores, e produzem
contracdo da musculatura lisa vascular (DALE et al., 2003). Essa substancia estd expressa em
células endoteliais, em diferentes tipos de células inflamatorias e imunoldgicas e células
musculares lisas das vias areas e intestino (KHAN & COLLINS, 1994; MAGHNI et al.,
2003). Os receptores da substancia P sdo receptores de membrana acoplados a proteina-G
(NAKANISHI, 1991; GERARD et al., 1993; KRAUSE et al., 1994). Como exemplo desses
receptores temos NK 1, NK 2 e NK 3 (GERARD et al ., 1991; TAKEDA et al ., 1991 ;

TAKANISHI etal ., 1992 ; Buelletal ., 1992).
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A substancia P pode regular a resposta inflamatéria € imune ndo somente por mecanismo
neuronal, mas também por mecanismo ndo neuronal, como estimulando a ac¢do de células
inflamatorias (macréfagos e eosinofilos). A presenga de substancia P (SP) nessas células

permite ocorrer um aumento da resposta inflamatoria.

EICOSANOIDES

Ao contrario da histamina, os eicosanoides ndo sdo encontrados pré-formados nos tecidos,
sendo produzidos a partir de fosfolipidios da membrana. Eles s3o os mediadores e
moduladores mais importantes da resposta inflamatoria. Os principais eicosanoides sdo as
prostaglandinas, leucotrienos e os tromboxanos (DALE et al., 2003).
Os prostanodides (tromboxanos e prostaglandinas) e leucotrienos sdo derivados do acido
araquidonico pelas ac¢des das enzimas ciclooxigenases e lipooxigenase respectivamente.
(SMITH et al., 2000).

Nas areas de inflamagdo aguda, os principais prostanodes encontrados sdo a PGE; e a
PGI, Essas prostaglandinas s3o produzidas nos tecidos lesionados e vasos sangiiineos,
enquanto os mastocitos produzem e liberam PGD, (DALE et al., 2003).

Os leucotrienos sdo outros tipos eicosanodes. Eles sdo gerados pela acdo da
lipoxigenase sobre o araquidonato. A lipooxigenase envolvida ¢ a do tipo 5.
Os leucotrienos sdo importantes para a resposta inflamatdria, pois induzem nos neutrofilos a
expressdo de moléculas de adesdo da membrana e aumenta a produgao de produtos toxicos de
oxigénio, bem como a liberacdo de enzimas proteoliticas (DALE et al., 2003). Os cisteinil
leucotrienos (LTD4, LTC4, LTE4) possuem agdes sobre os sistemas respiratorios e

cardiovasculares.
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OXIDO NITRICO

O oxido nitrico ¢ formado na atmosfera durante tempestades com relampagos. E também
formado de maneira notavel como segundo mensageiro em muitas células, como nervos,
musculo liso, monocitos e plaquetas (DALE et al., 2003).

As enzimas responsaveis pela sua producdo sdao as NO sintases. Existem trés
isoformas de NO sintase: nNOS (neuronal), eNOS(endotelial) e a iNOS. As duas primeiras
sdo constitutivas e a segunda ,que ¢ induzida, é expressada durante o processo inflamatério (
NATHAN et al ., 1994)

O VEGF promove produgdo de NO através da acdo da enzima iNOS. A diminui¢do da
produgdo de NO resulta na redugdo da angiogénese e permeabilidade vascular induzida por
VEGF (MUROHARA et al., 1998; ZICHE et al., 1997).

Essa substancia possui importante ag¢do inflamatdria, pois é um potente vasodilatador, e

contribui para a produ¢do de prostaglandinas pré-inflamatorias (DALE et al., 2003).

CITOCINAS

Sao mediadores protéicos ou peptidicos, liberados pelas células do sistema imune. Essas
substancias possuem efeito tanto inflamatério quanto antiinflamatério. A super familia de
citocinas inclui: interleucinas, quimiocinas, interferons, fatores de estimulagdo de coldnias,
fatores de crescimento. As citocinas pro-inflamatorias sdo aquelas que participam da
inflamacao cronica ou aguda. Dentre as citocinas pro-inflamatdrias conhecidas destacam-se o
TFN-o e a IL-1. Dentre as citocinas antiinflamatdrias podemos citar o TGF-§, IL-4, IL-10 e
IL-13 . Essas citocinas podem inibir a agdo de quimiocinas ¢ a acdo de células Thl (DALE et

al., 2003).
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CAPSAICINA

A Capsaicina ¢ um derivado de um tipo de pimenta picante que quando utilizado, causa dor e
desencadeia mecanismos de inflamagao (SZALLASI et al ., 1999).

Essa substincia atua sobre o receptor vaniloide tipo 1 (TRPV 1). Esse receptor pode ser
ativado ndo so pela capsaicina, mas também por acido e por varios lipideos (CATERINA et
al., 2001).

A capsaicina ndo causa somente dor, que ¢ decorrente da excitagdo das terminagdes nervosas
livres. Essa substancia também causa analgesia, principalmente quando usada para o
tratamento da dor neuropatica diabética e da dor da artrite reumatoide. Essa acdo paradoxal

dessa substancia ¢ devido a dessensibiliza¢do das terminag¢des nervosas.

1.5. AIMPORTANCIA DO ESTUDO DO CANCER

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecido e orgdos, podendo gerar
metastases para outras regioes do corpo. Dividindo-se rapidamente, essas células tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis determinando na formagao de tumores (acumulo de células
cancerosas). Diferentemente, um tumor benigno ¢ uma massa localizada de células que se
multiplica mais lentamente e sdo semelhantes ao seu tecido original, raramente constituindo
um risco a vida.

As causas de cancer sdao variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, estando
ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se a0 meio ambiente e aos habitos

ou costumes proprios de um ambiente social e cultural. As causas internas sdo, na maioria das
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vezes, geneticamente pré-determinadas, estando ligadas a capacidade do organismo de se
defender das agressdes externas. Esses fatores causais podem interagir de varias formas,
aumentando a probabilidade de transformagdes malignas nas células normais.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) do Ministério da Saude (MS) estima para o
ano de 2002, em todo o Brasil, a ocorréncia de 337.535 novos casos de cancer e 122.600
obitos devidos a doenga. Desse total, 165.895(49,1%) casos e 66.060 (53,9%) Obitos serdao
para o sexo masculino e 171.640(50,9%) casos e 56.540 (46,1%) oObitos para o sexo feminino.
Estima-se que o principal cancer a acometer a populagdo brasileira sera o cancer de pele nao
melanoma (62.190 casos — 18,4%), seguido pelas neoplasias malignas da mama feminina
(36.090 casos — 10,7%), cancer de prostata (25.600 casos — 7,6%), de pulmao (21.425 casos —
6,3%) e de estomago (20.420 casos — 6,0%) (BRASIL, 2002).

A andlise por sexo demonstra que as maiores taxas de incidéncia entre os homens
serdo devido ao cancer de pele ndo-melanoma (36,57/100 mil), préstata (29,76/100 mil),
pulmdo (17,45/100 mil) e estdmago (16,14/100 mil), enquanto que entre as mulheres,
destacam-se as neoplasias malignas da mama (40,66/100 mil), cancer de pele ndo-melanoma
(34,56/100 mil), colo do utero (19,82/100 mil), célon e reto (11,04/100 mil) e estdmago
(7,38/100 mil) (BRASIL, 2002).

Devido ao alto indice de desenvolvimento do cancer e a relagdo dessa patologia com
um grande numero de 6bitos no pais e no mundo, fez-se necessario estudos mais apurados
dessa doenga. Esses estudos foram realizados com auxilios de técnicas laboratoriais, onde se
induziram processos cancerigenos e realizaram protocolos experimentais e estudos dessa
doenca em animais experimentais ¢ em seres humanos com a finalidade de desvendar os

possiveis mecanismos pelos quais o cancer causa morte e incapacitagdo em seres humanos.

1.6. TUMOR EXPERIMENTAL
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Um dos principais obstaculos enfrentados pelos pesquisadores que vém tentando
estudar os tumores experimentais ¢ a falta de disponibilidade de um modelo de cancer
experimental adequado. O desenvolvimento de tumores experimentais a partir de
carcindgenos quimicos tem se mostrado pouco pratico em fungdo da demora e do crescimento
erratico destas neoplasias (RAY et al., 1961; BRAGHETO, 1984). Para se estabelecer
experimentalmente a eficacia de novas terapias anti-cancer € necessario utilizar um modelo de
cancer experimental em animal que tenha uma boa pega tumoral e que seja de facil manuseio
nos testes laboratoriais. O Carcinossarcoma 256 de Walker, descrito por Earle 1935, por suas
caracteristicas, parece ser o ideal para os objetivos propostos. Trata-se de um tumor
experimental bem caracterizado, facilmente mantido em laboratério, de crescimento rapido e
uniforme, que raramente apresenta regressdo espontianea, sendo comprovada eficidcia em
testes laboratoriais (MORAES FILHO, 1981). Baseado nestas caracteristicas desenvolveu-se
modelos experimental para se avaliar a resposta inflamatoria aguda, apos a instalacdo desta

neoplasia.

1.7. CARCINOSSACOMA 256 DE WALKER

O tumor foi descoberto no ano de 1928, quando George Walker, no seu laboratorio da
Universidade Johns Hopkins, observou uma massa tumoral localizada na glandula mamaria
de uma rata albina prenha , segundo descri¢ao propria, regredia durante o periodo de lactagao
e depois voltava a recrudescer. A histopatologia revelou um adenocarcinoma e sua
transplantabilidade foi comprovada por Walker com um indice de aproximadamente 56% de

pega em 16 ratos albinos (EARLE, 1935).
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Walker & Earle, em 1935, descreveram macroscopicamente a neoplasia como uma massa
tumoral aproximadamente do tamanho de noz, localizada na regido abdominal esquerda.
Microscopicamente, mostrou-se como uma estrutura tipicamente carcinomatosa, com o
estroma constituido de tecido conjuntivo frouxo. As células principais apresentaram forma
poligonal ou arredondada, com nticleos volumosos, redondos ou ovais.

Na segunda geracdo, desorganizou-se a estrutura glandular e as células epiteliais continuavam
com as mesmas caracteristicas. As células do estroma apresentavam-se de dois tipos diversos:
um de tamanho pequeno, alongado ¢ com nucleo densamente corado, € outro bem mais
volumoso, alongado e com nucleo fracamente corado (EARLE, 1935).

Apds sucessivos implantes, o tumor apresentou variagdes alteragdes morfologicas (EARLE,
1935; SCHREK & AVERY, 1937; TALALAY et al., 1952; STEWART ¢ al ., 1959 ). O

tumor foi encontrado nas formas carcinomatosa, sarcomatosa € mista, € carcinossarcomatosa.

MICROAMBIENTE TUMORAL

O micro ambiente tumoral ¢ composto de células tumorais, células do sistema
imune, células do estroma e matriz extracelular, e é considerado o local onde acorre o
processo neoplasico de proliferacdo e migragdo de células tumorais. A interagdo patologica
entre as células cancerigenas e as células do estroma do hospedeiro desencadeia uma série de
mecanismos que sao essenciais para o crescimento tumoral. As células tumorais podem reagir
com o estroma tornando-o permissivo a progressdo do tumor. Apds isso, as células tumorais
geram um microambiente de suporte para o seu desenvolvimento através de fatores de
crescimento derivado do estroma tumoral. Dentre os fatores produzidos estao O bFG, VEGF,

PDGF, EGFR, citocinas e TGFp (WEMER et al., 2003). Esses fatores rompem a homeostasia
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tecidual normal e induzem reacdes do estroma, como, a angiogénese ¢ a resposta inflamatéria
(L M. et al., 2002). Esses fatores liberados pelas células do estroma ativam as células
circunvizinhas ao estroma, como, fibroblastos, células musculares lisas e adipdcitos (DE
WEVER et al., 2003; MANABE et al., 2003).
A remodelagdo da matriz extracelular (ECM) torna o micro ambiente propenso a migragao ¢ a
invasdo das células tumorais. As células tumorais malignas induzem a producdo de
colagenase pelo estroma tumoral, enquanto as células normais ndo produzem. No processo de
remodelagdo da ECM, as proteases metaloproteinases (MMPs ) contribuem para a intensa
ligacdo entre células tumorais e o micro ambiente. A expressdo dessas proteases ¢ modulada
pelo micro ambiente do estroma. As metaloproteinases 1 ¢ 9 sdo expressas em células
tumorais, mas nao em células normais.

TGFB ¢ PDGF sdo os dois fatores de crescimento que sdo secretados por células
tumorais que medeiam a interagdo das células cancerigenas e os fibroblastos do estroma.
Juntos, esses dois fatores sdo importantes no desenvolvimento da desmoplasia.

O estroma tem, portanto, uma participagdo direta no processo tumoral e a sua normalizacao

pode reverter a progressao do tumor.

1.9. INFLAMACAO E CANCER

Em 1863 Rudolf Wirchow verificou a presenga de leucocitos nos tecidos neoplasicos e fez
uma conexao entre inflamacdo e cancer. A inflamagdo cronica foi identificada como um

importante fator de risco para a neoplasia maligna (GIRIDK et al. 2004; MANTOVANI et al.,
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2005; COUSSENS et al., 2002), pois existe uma correlagdo direta entre algumas afeccoes
cronicas e malignidade como, por exemplo, HPV e cancer no colo uterino, Helicobacter
pylori e cancer gastrico e cirrose e carcinoma hepatocelular

Varias substancias que possuem uma importancia significativa no desenvolvimento do
processo inflamatorio também possuem importdncia no desenvolvimento do processo
tumoral. Dentre elas podemos citar o TNF-q, interleucinas, quimiocinas, ciclooxigenases,
lipooxigenases, metaloproteinases e NF«p.

O TNF-o induz a proliferagdo celular, a transformagdo celular ¢ a promog¢do tumoral
(COUSSENS et al., 2002; BALKWILL F, 2002). Além do seu efeito indutivo, essa citocina
também ¢é produzida por células tumorais, como por exemplo, células B de linfomas, células T
de linfoma cutaneo, carcinoma de cdlon, carcinoma pulmonar e cancer pancreatico (DIGEL et
al., 1989, 1990; KALTHOFF et al., 1993; SSHMIEGEL et al., 1993).

Essa citocina parece estar envolvida no aumento da produg¢do do VEGF por macrofagos,
sendo esse fator de fundamental importancia para o desenvolvimento da tumorigénese.

As interleucinas desempenham um papel fundamental na tumorigénese. As principais
interleucinas envolvidas nesse processo sdo a IL-1, I L- 6, I L-8 e IL-18. A secre¢ao de IL-1
esta relacionada com o desenvolvimento de carcinoma cervical (VANHAMME et al., 1993) .
A IL- 6 atua como um fator de desenvolvimento multiplo para o mieloma (KLEIN et al., 1989
: VOORZANGER et al . , 1996 ; OKAMOTO et al ., 1995 ; LANDI et al . ,2003 ; ANGELO
et al . ,2002 ). A IL-8 promove o desenvolvimento e a metastase de varios tipos de cancer
além de estar envolvida no processo de iniciacdo tumoral e neovascularizagdo. IL-18 esta
envolvida na progressao da doencga leucémica (KOTHAPALLI et al., 2005).

As quimiocinas participam diretamente do processo tumoral, pois induzem angiogénese,
inflamacdo, recrutamento celular e migragdo celular. As principais quimiocinas envolvidas

sao: CC, CXC e a CX3C (CHARO et al., 20006).
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A ciclooxigenase envolvida no processo tumoral ¢ a ciclooxigenase do tipo 2 (COX 2), uma
enzima induzida, com a sua expressdao controlada por NFkP. A expressdo dessa enzima em
varios canceres humanos pode ser induzida por varios fatores de crescimento, citocinas e
outros fatores.

A lipooxigenase tipo 5 estd envolvida no processo de carcinogénese tanto em humanos quanto
em animais. Essa enzima estimula a producao de fatores essenciais para a tumorigénese como
MP-2 e VEGF (BOADO et al., 1992).

As metaloproteinases (MP) sdo responsaveis pela modulagdo de varios eventos biologicos
durante os processos pato fisioldgicos, dentre os quais estdo incluidos angiogénese, migragao
celular, inflamacao e cancer. Em tumores a presenca da MMP-9 caracteriza a infiltragdo de
células inflamatorias no micro ambiente tumoral. A MMP-7 promove invasdo de células
tumorais por destruir substratos da matrix extra celular e ativar outras MMPs (EGEBLAD et
al . ,2002 ; VAN’T VEER et al . ,2002).

O NFkp através da sua transcricdo modula muitas substancias tumorigenicas como, por
exemplo, TNF-q, interleucinas, citocinas ¢ COX-2 (SHISHODIA, 2004). O bloqueio dessa
substancia inibe a angiogénesese ¢ a tumorigenicidade em cancer de ovario humano, por
suprimir a expressdao de VEGF e IL-8 (HUANG et al., 2000).

Tendo em vista a estreita relacdo entre o processo tumoral e o desenvolvimento da resposta
inflamatoria, se propos estudar a agdo do tumor sobre o processo inflamatorio agudo, com

intuito de se observar como o ambiente tumoral influencia essa etapa da inflamacao.
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1. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o curso e a intensidade da resposta inflamatdria sistémica em ratos inoculados com

carcinossarcoma de Walker 256.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da inoculagdo do carcinossarcoma de Walker, bem como o curso de seu
desenvolvimento, na intensidade do edema de pata induzido por carragenina ou por dextrana
em ratos.

- Estudar a migragdo de neutréfilos induzida por carragenina, na pata contralateral ou na
cavidade peritoneal, curso do desenvolvimento do carcinossarcoma 256 de Walker.

- Investigar o efeito da inoculagdo do carcinossarcoma de Walker, bem como o curso de seu
desenvolvimento, na permeabilidade vascular cutdnea do dorso induzida por histamina,
serotonina, bradicinina, substancia P, capsaicina e composto 48/80.

- Estudar a degranulagdo de mastdcitos do mesentério induzida pelo composto 48/80 no curso

do desenvolvimento do carcinossarcoma 256 de Walker.
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3. METODOLOGIA.
3.1. ANIMAIS

Os animais utilizados foram ratos Wistar (ratus novergicus) machos, com pesos entre
180 — 220 g procedentes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal do Ceara, mantidos em caixas adequadas com livre acesso a agua e
alimenta¢20.0s experimentos foram realizados segundo o Manual sobre Cuidados e Usos de

Animais de Laboratdrio, elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo (COBEA).

3.2. APARELHOS E EQUIPAMENTOS LABORATORIAIS
- Agitador para tubos de ensaio (Marconi, modelo TE089).

- Agulhas.

- Alicate para deslocamento cervical.

- Balangas analiticas (Marte, modelo AL200 ¢ Ohaus , modelo AS260D).
- Balanga para pesagem de animais (Filizola, modelo ID 1500).
- Béqueres.

- Camara de Neubauer (0,100/0,0025mm?)

- Centrifuga excelsa Baby (FANEM , modelo 248 )

- Contador diferencial de células de 8 teclas (Clay Adams)

- Contador de células totais (Veeder Root)

- Espatulas

- Estufa (Olidef, modelo A42)

- Freezer

- Geladeira

- Laminas e laminulas para microscopia
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- Luvas cirtrgicas

Material cirurgico (pingas , bisturi e tesouras)

Micropipetas (Gilson)

- Microscopio optico binocular (EMBRAEME)

- Papel de filtro

- Pipetas Pasteur de plastico (Sigma )

- Plestimografo (UGO - BASILE )

- Ponteiras (Sigma)

- Provetas (Simax)

- Seringas 1; 5 ¢ 10 ml (BD PLASTIPAK) e agulhas 29 G e 25 G (Benson- Dickson)
- Tubos de polipropileno para centrifuga de 15 ml (Falcon)

- Tubos de ensaio de vidro e plastico (Gibco)

3.3. SOLUCOES, DROGAS E CORANTES UTILIZADOS.

Carragenina (BDH Chemicals Ltda, SIGMA)

- Composto 48/80 (Sigma)

- Dextrana (Dextran 70 , Pharmacia , UPPSALA)

- Eosina (MERCK)

- Hematoxilina (REAGEN)

- Heparina sddica (5000 ui / ml; Cristalia)

- Ringer lactato (Fresenius Kabi)

- Cloridrato de Gentamicina (Ipo Labor, Nova quimica)
- Azul de Tripan (Sigma)

- Cloreto de Sodio (Vetec)



- Alcool 70% (Alcoollux)

- Histamina (Sigma)

- Bradicinina (Sigma)

- Serotonina (Sigma)

- Substancia P (Sigma)

- Capsaicina (Sigma )

- Composto 48/80 (Sigma)

- PBS-tween 20, 0,1% (v/v);
- Formamida (Reagen)

- Camara de fluxo laminar (Veco)

Solucéo de Turk (diluidor de globulos brancos ) :

- Acido acético Glacial P. A (MercK)........cceevueerienveeciienieereenee. 20 ml
= VIOLeta GENCIANA. .....eeeiiiiieeeeeeeee et e e et e e e e e seeeas 2,0 ml
= AGUAESHIAA. ... ... 1000 ml

Solucéo para Pletismografo:

- Cloreto de SOdio (VELeC )..ccveeveeeiieiiieeiieieeeieeiee et 45,0 mg

- Solugao Padrao.........coecuiiiiiiie e

= Agua destilada...........o.co.ovvieiieeeeeeee e,
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Solucéo de azul de toluidina :

Azul de toluiding .......c.oooeeeiieiiiiiieeceee e 100,0 mg
ALCOOL EHILCO e se s 70,0 ml
Agua destilada ..........ooovvveveieieeeeeeeeeeeee s 30,0 ml

O pH foi ajustado para 1,8 —2,0 com HC1 (5 ml /L) . As diluigdes foram feitas

Em solugdo salina 0,9 % estéril .

Solucéo para o ensaio de mieloperoxidase.

- Tampao de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB):

HTAB (Sigma) S5g;

Tampao fosfato de potassio 1L.

- Peroxido de hidrogénio 0,1%:

Peroxido de hidrogénio 30% (Vetec) 1 mL;

Agua destilada 29 mL.

- Solucgao de o-dianisidina (DDI):

O-dianisidina (Sigma) 16,7 mg;
Tampao fosfato de potassio 10,0 mL;
HzOz 50,0 ML;

Agua destilada 90,0 mL.
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3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.4.1 IMPLANTE DO TUMOR DE WALKER

A linhagem do tumor de Walker foi mantida em ratos Wistar, através de inoculagdes
intramusculares sucessivas de 10° células neopldasicas, na coxa direita desses animais, a cada 7
dias. Nesta manuten¢do, no animal portador do tumor fez-se uma desarticulag¢do cirurgica da
coxa onde estava implantado o processo tumoral. Realizou-se uma dissecagdo desse orgao,
excluindo os tecidos necroticos ¢ ndo tumorais. Posteriormente a isso, fez-se a trituragao do
tecido tumoral, com tesouras cirurgicas e acrescentou-se ao material triturado ringer lactato e
cloridrato de gentamicina (60 mg/ml), nas propor¢des de 5:1 respectivamente. Dessa
suspensdo de células retirou-se 30 ul e diluiu-se com 30 pl do corante excludente de células
mortas Azul de Trypan. Depois se levou 30 pl dessa mistura para a cAmera de Neubauer para
a realizacdo da contagem de células do tumor. Apo6s a determinagdo da concentragdo de

células neoplasicas, houve a inoculagio de 10° células por animal.

3.4.2 DETERMINACAO DO VOLUME TUMORAL

A determinacdo do volume tumoral foi realizada através da formula de Steel (didmetro
antero-posterior x quadrado do didmetro latero-lateral do tumor). O volume tumoral foi
medido com o auxilio de um paquimetro digital e essas medidas foram feitas ao longo de 15

dias da inoculacdo de 10° células tumorais.
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3.4.3. SOBREVIDA DOS ANIMAIS
A sobrevida foi feita através de acompanhamento didrio dos animais poés inoculagdo

do tumor e foi expressa através de porcentagem.

3.4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS:

A fim de avaliar o efeito da presenca de um tumor experimental no curso da resposta
inflamatoria aguda, nos animais foram implantados ou ndo, 10° células do tumor de Walker.
No grupo controle foi realizada a injecdo de apenas salina. Apds 4, 7 ou 10 dias da
implantacao tumoral, foram analisados o edema na pata contralateral induzida por carragenina
(300pg/pata) ou dextrana (500 ng/pata), atividade da enzima mieloproxidase (MPO),
migracdo de neutrofilos induzida por carragenina (300ug) no peritoneo, permeabilidade
vascular cutanea no dorso induzidas por histamina (10ug/sitio), serotonina (1 pg/sitio),
bradicinina (2 pg/sitio), composto 48/80 (1ug/sitio), substancia P (250ng/sitio) ou capsaicina

(50 ng/sitio), e degranulagdo mastocitaria induzida por 48/80 (0,8 ug/ml).

3.4.5. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem tumor) + carragenina e tumor
+ carragenina. Esses experimentos foram realizados nos 4°, 7° e 10° dias apos a inoculac¢do do
tumor. A carragenina foi administrada intraplantarmente (ipl.) na dose de 300 ug/pata.

O volume da pata traseira esquerda de cada rato foi medido usando pletismometro (UGO
BASILI) antes da injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero). Em seguida, foi injetado 0,1

ml do estimulo por via sub-plantar nos animais nessa mesma pata.
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O volume da pata foi avaliado 1, 2, 3 e 4 horas apds a inje¢ao do estimulo, usando o mesmo
pletismometro. Foram utilizados esses tempos de medi¢do ja que o pico do edema induzido
por carragenina ocorre na 3 hora apds a injecao desse estimulo. O edema foi calculado como
a variagdo de volume, isto €, a diferenca entre o volume em um determinado tempo apds o

estimulo e o volume da pata antes do estimulo inflamatério (tempo zero).

3.4.6. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRANA.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem tumor) + dextrana e tumor +
dextrana. Esse experimento serd realizado nos 4°, 7° e 10° dias ap0s a inoculagdo do tumor. A
dextrana foi injetada na dose de 500ug/pata.

O volume da pata traseira esquerda de cada animal foi medido usando pletismoémetro (UGO
BASILI) antes da injecdo do estimulo inflamatério (tempo zero). Em seguida, foi injetado 0,1
ml do estimulo por via sub-plantar nos animais nessa mesma pata.

O volume da pata foi avaliado 30 minutos, 1, 2, 3 ¢ 4 horas apds a inje¢do do estimulo,
usando o mesmo pletismometro. Foram utilizados esses tempos de medi¢ao ja que o pico do
edema induzido por dextrana ocorre na 1* hora apds a injecdo desse estimulo. O edema foi
calculado como a variagdo de volume, isto é, a diferenca entre o volume em um determinado

tempo apos o estimulo e o volume da pata antes do estimulo inflamatério (tempo zero).



Aferi¢ao do volume da pata contra-lateral ao tumor

N
4 A

Oh lh 2h 3h 4h
| | | |
| | | |
G18Salina+Cg (ip.) Gl Gl Gl Gl
G2-Tumor 4° dia (ip.)
G3-Tumor 7° dia (ip.) G2 G2 G2 G2
G4- Tumor 10° dia (ip.)
G3 G3 G3 G3
G4 G4 G4 G4

Figura 1. Esquema da avaliagdo do edema de pata induzido por carragenina.



Aferi¢ao do volume da pata contralateral ao tumor

Oh 30' 1h 2h 3h 4h
| | | |
I I I I
G18Salina+DXT (ip.) Gl Gl Gl Gl Gl
G2-Tumor 4° dia (ip.)
G3-Tumor 7° dia (ip.) G2 G2 G2 G2 G2
G4- Tumor 10° dia (ip.)
G3 G3 G3 G3 G3
G4 G4 G4 G4 G4

Figura 2. Esquema da avaliagdo do edema de pata induzido por dextrana.
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3.4.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE NA PATA

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem tumor) + carragenina (300
pg/pata.), tumor + carragenina (300 pg/pata). Esse experimento foi realizado utilizando 50 mg
de pele e tecido celular subcutaneo, por animal, de cada grupo, nos 4°, 7° ¢ 10° dias apds a
implantacdo do tumor ou da administracdo de salina. Essas amostras foram estocadas a —
70°C, em eppendorfs de 1,5ml, para posterior dosagem da atividade de MPO no tecido. A
MPO ¢ uma enzima encontrada predominantemente em granulos azurofilos de leucdcitos
polimorfonucleares ¢ tem sido usado como indice quantitativo para avaliar a inflamacdo em
varios tecidos. Para tanto, as amostras foram suspensas em tampao de
hexadeciltrimetilamonio (pH 6,0; 50mg de tecido por mL de tampao) e depois trituradas com
um homogeneizador de tecidos. As amostras foram congeladas, descongeladas e trituradas
trés vezes. Posteriormente foram centrifugadas a 4500 rpm, durante 12 min a uma temperatura
de 4°C; o sobrenadante foi, entdo, colhido. Os niveis teciduais da atividade de MPO foram
determinados por meio da técnica descrita por Bradley & Cols (1982), utilizando peroxido de
hidrogénio 0,0005 % como substrato para MPO. Uma unidade de MPO foi definida como a
quantidade capaz de converter 1 umol de peréxido de hidrogénio a 4gua em 1 min a 22°C. No
ensaio, & medida que o peroxido de hidrogénio foi degradado ocorreu a produgdo de anion
superoxido, responsavel pela conversio de o-dianisidina em composto de cor marrom. A
variagdo da densidade oOptica da mistura das amostras com a solu¢do de o-dianisidina em
funcao do tempo de reagdo foi medida por espectrofotometro a 450nm. Os resultados foram

expressos como unidade de MPO/ mg de tecido.



Aferi¢ao do volume da pata contralateral ao tumor

-
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<

4h

Retirada das patas
para a dosagem de
MPO

Oh lh 2h 3h
| | | |
| | |
G18Salina+Cg(ip.) Gl Gl Gl Gl
G2-Tumor 4° dia(ip.)
G3-Tumor 7° dia(ip.) G2 G2 G2 G2
G4- Tumor 10° dia(ip.)
G3 G3 G3 G3
G4 G4 G4 G4

Figura 3. Esquema da avalia¢do da atividade da enzima MPO apds o estimulo inflamatorio

induzido por carragenina.
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3.4.7. MIGRACAO DE NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL

INDUZIDA POR CARRAGENINA.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem tumor) + salina estéril,
controle (sem tumor) + carragenina, tumor + salina estéril, tumor + carragenina (300 pg/pata).
Esses experimentos foram realizados nos 4°, 7° e 10° dias ap6s a inocula¢do do tumor. Com o
objetivo de se avaliar a migracdo de neutréfilos, foram injetados intraperitonealmente, por
cavidade de cada animal, 300 ug de carragenina diluidos em 1 mL de salina estéril ou apenas
1 mL de salina estéril. Ap6s quatro horas, a cavidade peritoneal foi lavada com 10 mL da
solugdo de PBS heparinizado, massageada e incisada com bisturi para coleta do liquido com
pipeta Pasteur. As contagens totais e diferenciais serdo feitas de acordo com o método
descrito por Souza & Ferreira (1985).

Do liquido colhido, 20uL. foram diluidos em 380 pL de liquido de Turk (diluigdo de 1:20) e
utilizados para contagem total de células em camara de Neubauer. Dessa solugcdo foram
pipetados aproximadamente 20ul na cdmara de Neubauer e realizado a contagem total. Foi
feita essa contagem nos quatros quadrantes da camara de Neubauer e o nimero de células
contadas foi multiplicado por 50 (20 da diluicdo e 2,5 do fator de correcdo da camera). Para
contagem diferencial de células, 30 pL do exsudato foram colocados em citocentrifuga (10
min a 2800 rpm). Em seguida, as laminas foram coradas com corante rapido HEMA3. A
leitura foi realizada no microscopio Optico, com objetiva de imersdo (aumento de 100x).
Serdo contadas 100 células em cada orificio (200 células por lamina). O numero total de
neutrofilos foi estimado calculando-se as percentagens do numero total de células

encontradas.
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Sacrificio 4 h

g |
{ N
Estimulos (i.p.)

(atividade pré-inflamatéria)

Coleta do exsudado
(10 ml salina; heparina 5 Ul/ml)

<\
N

Contagem total
e diferencial

Figura 4. Esquema da avaliacdo da migra¢do de neutrofilos induzida por carragenina na

cavidade peritoneal de ratos Wistar.
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3.4.8. AVALIACAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR CUTANEA.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem tumor) e tumor. Esse
experimento foi realizado nos 4°, 7° e 10° dias apods a inoculacdo do tumor. Os ratos foram
pesados e anestesiados com éter para que pudessem ter o seu dorso depilado. Em seguida
foram anestesiados com tribromocloroetanol (2,5%). A pele do dorso foi dividida com caneta
em seis partes. Em seguida, foram injetados 0,1 ml dos estimulos: histamina (30ug/sitio),
substancia P (250ng/sitio), serotonina (1pg/sitio), bradicinina (2ug/sitio), capsaicina
(50png/sitio) e composto 48/80 (1ug/sitio), por via intradémica, no centro de cada divisao do
dorso do animal. Logo a seguir, foi administrado o azul de Evans (0,1mL/100g do animal) na
veia do plexo peniano. Depois, os animais foram sacrificados e suas peles dissecadas e
fotografadas. Apds isso, foram cortados pedagos de 1,5 cm de didmetro em torno da inje¢ao
de cada estimulo. Esses pedacos foram pesados ¢ mergulhados em 1mL de formamida. O
material ficou em estufa 37°C por 48 horas para extragdo do azul de Evans. Apds esse
periodo, foi feita leitura em espectrofotometro a 630nm. A quantidade de azul de Evans
presente foi calculada com base na equagdo da reta, construida com dilui¢des conhecidas de

azul de Evans em formamida e foi expressa em pg de azul por mg de tecido.



40

3.4.9. AVALIACAO DA DEGRANULACAO DE MASTOCITOS INDUZIDA PELO

COMPOSTO 48/80 NO MESENTERIO DE RATOS WISTAR

Ratos foram divididos nos seguintes grupos: controle (sem tumor) + 48/80, t, tumor + 48/80.
Esse experimento foi realizado nos 4°, 7° e 10° dias apds a inoculacdo do tumor.

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Foram feitos cortes do mesentério e
incubados por 30 minutos em solu¢dao de Ringer-Locke (RL) com ou sem o composto 48/80
(na concentragdo submaxima de 0,8 pg/mL), de acordo com o grupo. Durante o periodo de
incubacdo, as pegas permaneceram em placas de Petri a temperatura ambiente. Passados os 30
minutos, os tecidos foram retirados das placas e colocados em laminas. Apds a secagem, todas
as laminas foram coradas com azul de toluidina por 2 minutos, lavadas com agua destilada e
colocadas para secar. Em seguida, o excesso de gordura foi removido com o auxilio de uma
lamina de bisturi. Foram contadas 100 células em diferentes campos com o auxilio de MO,
utilizando-se aumento de 400X. Em seguida, foi calculada a média do percentual de

mastocitos degranulados para cada grupo.
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3.4.10. ANALISE ESTATISTICA:

Analise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prisma 3.04. Os
resultados foram expressos como media = EPM (erro padrio da média). As diferencas
estatisticas entre os grupos foram determinadas foram determinadas através da analise da

variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni.
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V. RESULTADOS
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RESULTADOS

DETERMINACAO DO CRESCIMENTO DO VOLUME TUMORAL E DA CURVA
DE SOBREVIDA DOS RATOS INCOCULADOS COM CARCINOSSARCOMA DE

WALKER.

Na figura 5, observa-se que a partir do 4° dia pos-inoculagao do carcinossarcoma de Walker
houve um crescimento exponencial do volume tumoral. O crescimento maximo foi visto no
15° dia pods-inoculagdo do mesmo. Na figura 6, observa-se, que a partir do 11° dia pos
inoculacdo do carcinossarcoma de Walker, os animais comeg¢avam a morrer. No 15° dia pds-
implantacdo das células tumorais, todos os animais estavam mortos. Através dos graficos de
sobrevida e crescimento do volume tumoral, foram formados os grupos experimentais. Foi
feita uma intercessdao entre os graficos e verificou—se que os melhores dias para que esses

experimentos seriam 0 4 °, 7° e 10° dias pds-inoculagdo tumoral.
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Figura 5. Crescimento do volume tumoral de ratos inoculados com carcinossarcoma
Walker 256 na coxa direita. Apos a inoculagdo de 10° células do carcinossarcoma de Walker
na coxa direita de 6 ratos, foi aferido diariamente o volume tumoral, utilizando um
paquimetro digital, por 15 dias. A fim de avaliar o crescimento do volume tumoral utilizou-se
a formula de Stiefel, onde se multiplica o diametro antero-posterior pelo quadrado do
didmetro latero-lateral e divide o resultado por dois. O resultado foi aferido em mm’. Os
pontos das curvas representam a média + EPM da variacdo do volume da pata dos 6 animais.
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Figura 6. Curva de sobrevida realizada em ratos inoculados com carcinossarcoma 256
de Walker na coxa direita. Apds a inoculagdo de 10° células do carcinossarcoma de Walker
na coxa direita de 14 ratos, foi avaliada diariamente a sobrevida. Os pontos representam a
percentagem de animais vivos em cada dia experimental apdés a inoculacdo do
carcinossarcoma.
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4.2. EFEITO DA INOCULACAO DO CARCINOSSARCOMA DE WALKER SOBRE

O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA.

Houve uma diminuicdo significativa do edema de pata induzido por carragenina nos 4°, 7° e
10° dias pos-inoculagdo do carcinossarcoma de Walker (painel A). Essa inibi¢do pode ser
vista na 1? (painel B), 2% e 3*horas (painel C) apos a inoculacdo subplantar de carragenina. No
4° dia depois que o carcinossarcoma foi inoculado, ocorreu uma diminui¢do do edema de pata

somente apos a 2% e 3% horas (painel C) da administra¢ao da carragenina.

4.3. EFEITO DA INOCULACAO DO CARCINOSSARCOMA DE WALKER SOBRE

O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRANA.

Houve uma diminuigao significativa do edema de pata induzido por dextrana no 7° ¢ 10° dias
pos-inoculagdo do carcinossarcoma de Walker (painel A) quando comparado ao grupo
controle. Essa inibicdo pdde ser vista na 1* (painel B), 2% 3% (painel C) e 4* horas apés a
injecdo subplantar de dextrana. Nao ocorreu uma diminui¢do significativa da resposta

edematogénica da dextrana no 4° dia apos a inoculagdo do carcinossarcoma de Walker.
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Figura 7. Efeito inoculagdo do Carcinossarcoma de Walker sobre o edema de pata
induzido por carragenina. Decorridos 4, 7 ou 10 dias da inoculagdo do carcinossarcoma de
Walker, carragenina (300ug/pata) foi injetada por via subplantar em todos os grupos. O
volume do edema de pata foi aferido antes e 1, 2, 3 e 4 hs apos a inje¢do de carragenina
(300ug/pata). O grupo controle constitui-se de ratos ndo inoculados, mas que receberam a
inje¢do de carragenina. A: Os pontos das curvas representam a média + EPM da variacao do
volume da pata de 5-6 animais por tratamento. B: Representa a variagao do volume do edema
induzido pela carragenina, apds 1 hora. C: Representa a variacdo do volume do edema
induzido pela carragenina, apos 3 h. (*) p<0.05 em relacio ao grupo controle
(ANOVA/Bonferroni).
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Figura 8. Efeito da inoculacdo do Carcinossarcoma de Walker sobre o edema de pata
induzido por dextrana. Decorridos 4, 7 ou 10 dias da inoculagdo do carcinossarcoma de
Walker, dextrana (500ug/pata) foi injetada por via subplantar em todos os grupos. O volume
do edema de pata foi aferido antes e 1, 2, 3 e 4 hs apds a inje¢do de dextrana. O grupo
controle constitui-se de ratos ndo inoculados, mas que receberam a inje¢ao de dextrana. A: Os
pontos das curvas representam a média + EPM da variagdo do volume da pata de 5-6 animais
por tratamento. B: Representa a variacao do volume do edema induzido pela dextrana, apos 1
hora. C: Representa a variagdo do volume do edema induzido pela dextrana, apds 3 hora. (*)
p<0.05 em relacao ao grupo controle (ANOV A/Bonferroni).
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4.4. EFEITO DA INOCULACAO DO CARCINOSSARCOMA DE WALKER SOBRE
A ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) EM PATA DE RATOS

ESTIMULADAS COM CARRAGENINA.

Na avaliacdo da atividade da MPO, a injecdo subplantar de carragenina aumentou
significativamente a atividade dessa enzima tanto em animais controles como em animais
inoculados com as células tumorais, quando comparado a animais que receberam inje¢ao
subplantar de salina. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos com

carcinossarcoma (4°, 7° ¢ 10° dias pos-inoculagdo tumoral) e o grupo controle (figura 9).

4.5. EFEITO DA INOCULACAO DO CARCINOSSARCOMA DE WALKER SOBRE
A MIGRACAO DE NEUTROFILOS PARA A CAVIDADE PERITONEAL INDUZIDA

POR CARRAGENINA.

Na figura 10, observamos que a administragdo de carragenina induziu uma
significativa migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal, tanto no grupo sem
carcinossarcoma, COmo no grupo com carcinossarcoma, apos 4 (painel A), 7 (painel B) ou 10
dias (painel C) da inoculagdo do carcinossarcoma de Walker comparado ao grupo que recebeu
salina intraperitoneal. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica na migracdo neutrofilica

entre o grupo com e sem carcinossarcoma nos diversos intervalos de estudo.
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Figura 9. Efeito da inoculagdo do Carcinossarcoma de Walker sobre a atividade de
MPO, em patas de ratos estimuladas com carragenina. A atividade da MPO foi avaliada
em amostras da pele da pata de ratos retiradas 4 horas apds a inje¢ao subplantar de
carragenina (300 pg/pata) em animais ndo inoculados (controle) e em animais inoculados com
o carcinossarcoma de Walker (4, 7, ¢ 10). O grupo salina representa animais nio inoculados
que receberam uma injecdo subplantar de salina. A atividade de MPO foi determinada por
ensaio colorimétrico. As colunas representam a média £+ EPM de unidades de MPO/mg de
tecido das amostras de 5 animais por tratamento, considerando-se o 1° min do ensaio. (**)
p<0.001 em relagdio ao grupo que recebeu somente solugdo salina a 0,9%
ANOVA/Bonferroni.
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Figura 10. Efeito da inoculagédo do Carcinossarcoma de Walker sobre a migracdo de
neutrdfilos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina. A migragdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal foi avaliada 4 horas apds a injecao intraperitoneal de
solucdo salina (salina) ou carragenina (Cg; 300pg/cavidade) em animais nao inoculados (sem
tumor) e em animais inoculados com o carcinossarcoma de Walker no curso do crescimento
do carcinossarcoma: 4 dias (painel A), 7 dias (painel B) e 10 dias (painel C). As barras
representam a média + EPM do niimero de neutrofilos que migraram em 5-6 animais por
tratamento. (**) p<0,05 em relacdo ao grupo salina sem carcinossarcoma, e (***) p<0.05 em
relagdo ao grupo salina com carcinossarcoma. ANOV A/Bonferroni.
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4.6. EFEITO DA INOCULACAO DO CARCINOSSARCOMA DE WALKER SOBRE
A PERMEABILIDADE VASCULAR CUTANEA INDUZIDA POR BRADICININA,
SEROTONINA, COMPOSTO 48/80, HISTAMINA, SUBSTANCIA P OU

CAPSAICINA.

Ap6s 4 e 7 dias da inoculagdo do carcinossarcoma, o animais apresentaram uma significativa
diminui¢do na permeabilidade vascular cutdnea induzida por bradicinina (Figura 11),
serotonina (Figura 12) ou composto 48/80 (Figura 13), mas ndo a induzida por histamina
(Figura 14), substancia P (Figura 15) ou capsaicina (Figura 16). Ap6s 10 dias da inoculagdo
do carcinossarcoma, observou-se uma diminui¢do da permeabilidade vascular induzidas por
todos os estimulos nos ratos portadores de carcinossarcoma quando comparado com os ratos
sem carcinossarcoma (Figuras 11-16). Foi também observado que houve uma maior inibi¢ao

da permeabilidade vascular induzida por todos os estimulos.
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Figura 11. Efeito da inocula¢éo do Carcinossarcoma de Walker sobre a permeabilidade
vascular cuténea induzida por bradicinina. Bradicinina (2 pg/sitio) foi injetada por via
intradérmica em animais com (4, 7 ¢ 10) ou sem carcinossarcoma de Walker (controle). Apos
1 hora da inje¢do de bradicinina os animais foram sacrificados e tiveram a pele do dorso
retirada. O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado na pele do dorsos pela
quantidade de azul de evans extravasado no local de injecdo do estimulo, o qual foi extraido
em solucdo de formamida e mensurado por espectrofotometria & 600nm. As barras
representam a média £ EPM de azul de evans por mg de tecido.(*) p<0,05 em relacdo ao
grupo controle e # em relacdo aos grupos 4 , 7 dias pos-inoculagdo tumoral.
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Figura 12. Efeito da inoculagéo do Carcinossarcoma de Walker sobre a permeabilidade
vascular cuténea induzida por serotonina. Serotonina (1ug/sitio) foi injetada por via
intradérmica em animais com (4, 7 ¢ 10) ou sem carcinossarcoma de Walker (controle). Apos
1 hora da inje¢do de serotonina os animais foram sacrificados e tiveram a pele do dorso
retirada. O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado na pele do dorsos pela
quantidade de azul de evans extravasado no local de injecao do estimulo, o qual foi extraido
em solucdo de formamida e mensurado por espectrofotometria a 600nm. As barras
representam a média £ EPM de azul de evans por mg de tecido.(*) p<0,05 em relagdo ao
grupo controle e # em relacdo aos grupos 4 , 7 dias pos-inoculagdo tumoral.
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Figura 13. Efeito da inoculacéo do Carcinossarcoma de Walker sobre a permeabilidade
vascular cutanea induzida pelo composto 48/80. O composto 48/80 (1ug/sitio) foi injetado
por via intradérmica em animais com (4, 7 e 10) ou sem carcinossarcoma de Walker
(controle). Ap6s 1 hora da inje¢ao do composto 48/80 os animais foram sacrificados e tiveram
a pele do dorso retirada. O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado na pele do dorso
pela quantidade de azul de evans extravasado no local de inje¢do do estimulo, o qual foi
extraido em solu¢do de formamida e mensurado por espectrofotometria & 600nm. As barras
representam a média £ EPM de azul de evans por mg de tecido.(*) p<0,05 em relacdo ao
grupo controle e # em relacdo aos grupos 4, 7 dias pds-inoculacao tumoral.
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Figura 14. Efeito da inoculacéo do Carcinossarcoma de Walker sobre a permeabilidade
vascular cuténea induzida por histamina. Histamina (10 pg/sitio) foi injetada por via
intradérmica em animais com (4, 7 ¢ 10) ou sem carcinossarcoma de Walker (controle). Apos
1 hora da injecdo de histamina os animais foram sacrificados e tiveram a pele do dorso
retirada. O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado na pele do dorso pela quantidade
de azul de evans extravasado no local de inje¢ao do estimulo, o qual foi extraido em solugdo
de formamida e mensurado por espectrofotometria 8 600nm. As barras representam a média +
EPM de azul de evans por mg de tecido.(*) p<0,05 em relagdo ao grupo controle e # em
relagdo aos grupos 4, 7 dias pds-inoculagao tumoral.
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Figura 15. Efeito da inoculagéo do Carcinossarcoma de Walker sobre a permeabilidade
vascular cutanea induzida por substéancia P. Substancia P (250 ng/sitio) foi injetada por via
intradérmica em animais com (4, 7 ¢ 10) ou sem carcinossarcoma de Walker (controle). Apos
1 hora da injecao de Substancia P os animais foram sacrificados e tiveram a pele do dorso
retirada. O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado na pele do dorso pela quantidade
de azul de evans extravasado no local de inje¢ao do estimulo, o qual foi extraido em solugao
de formamida e mensurado por espectrofotometria 8 600nm. As barras representam a média +
EPM de azul de evans por mg de tecido.(*) p<0,05 em relagdo ao grupo controle e # em
relacdo aos grupos 4, 7 dias pos-inoculagdo tumoral.
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Figura 16. Efeito da inoculacéo do Carcinossarcoma de Walker sobre a permeabilidade
vascular cuténea induzida por capsaicina. Capsaicina (50 pg/sitio) foi injetada por via
intradérmica em animais com (4, 7 ¢ 10) ou sem carcinossarcoma de Walker (controle). Apo6s
1 hora da injecdo de capsaicina os animais foram sacrificados e tiveram a pele do dorso
retirada. O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado na pele do dorso pela quantidade
de azul de evans extravasado no local de injecdo do estimulo, o qual foi extraido em solucao
de formamida e mensurado por espectrofotometria a 600nm. As barras representam a média +
EPM de azul de evans por mg de tecido.(*) p<0,05 em relacdo ao grupo controle e # em
relacdo aos grupos 4, 7 dias pos-inoculagao tumoral.
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Figura 17. Fotos da pele do dorso de animais avaliados quanto ao aumento da
permeabilidade vascular induzido por diversos estimulos, no 4° dia apds a inoculagéo do
carcinossarcoma de Walker. As fotografias foram tiradas de 1 animal do grupo controle
(painel A) e de 1 animal do grupo com 4 dias de inoculagdo do carcinossarcoma de Walker
(Painel B) os quais receberam injeg¢des intradérmicas de bradicinina (2 pg/sitio), histamina
(10 pg/sitio), substancia P (250 ng/sitio), serotonina (1pg/sitio), capsaicina (50 pg/sitio) e
composto 48/80 (1pg/sitio). Os circulos formados em cor azul indicam o local de aumento de
permeabilidade vascular cutanea pelo o extravasamento do corante azul de Evans o qual foi
injetado por via endovenosa imediatamente apds a injecao dos estimulos.
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Figura 18. Fotos da pele do dorso de animais avaliados quanto ao aumento da
permeabilidade vascular induzido por diversos estimulos, no 7° dia ap6s a inoculagdo do
carcinossarcoma de Walker. As fotografias foram tiradas de 1 animal do grupo controle
(painel A) e de 1 animal do grupo com 7 dias de inocula¢do do carcinossarcoma de Walker
(Painel B) os quais receberam inje¢des intradérmicas de bradicinina (2 pg/sitio), histamina
(10 pg/sitio), substancia P (250 ng/sitio), serotonina (1ug/sitio), capsaicina (50 pg/sitio) e
composto 48/80 (1pg/sitio). Os circulos formados em cor azul indicam o local de aumento de
permeabilidade vascular cutdnea pelo o extravasamento do corante azul de Evans o qual foi
injetado por via endovenosa imediatamente apds a injecao dos estimulos.
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Figura 19. Fotos da pele do dorso de animais avaliados quanto ao aumento da
permeabilidade vascular induzido por diversos estimulos, no 10° dia ap6s a inoculacgéo
do carcinossarcoma de Walker. As fotografias foram tiradas de 1 animal do grupo controle
(painel A) e de 1 animal do grupo com 10 dias de inoculagdo do carcinossarcoma de Walker
(Painel B) os quais receberam inje¢des intradérmicas de bradicinina (2 pg/sitio), histamina
(10 pg/sitio), substancia P (250 ng/sitio), serotonina (1ug/sitio), capsaicina (50 pg/sitio) e
composto 48/80 (1ug/sitio). Os circulos formados em cor azul indicam o local de aumento de
permeabilidade vascular cutdnea pelo o extravasamento do corante azul de Evans o qual foi
injetado por via endovenosa imediatamente apos a injecao dos estimulos.
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4.7. EFEITO DA INOCULACAO DO CARCINOSSARCOMA DE WALKER SOBRE
A DEGRANULACAO DE MASTOCITOS DO MESENTERIO INDUZIDA PELO

COMPOSTO 48/80.

As figuras de 20 a 23 mostram que animais inoculados com o carcinossarcoma de
Walker apresentam uma inibi¢do significativa da degranulagdo de mastocitos do mesentério
estimulados “in vitro” com o composto 48/80, em todos os dias experimentais avaliados,
quando comparados a animais ndo inoculados (controle). Entretanto ndo houve diferencas
significativas quando os grupos inoculados com o carcinossarcoma nos diferentes dias (4°, 7°

e 10° dias) foram comparados entre si.
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Figura 20. Efeito da inoculacdo do carcinossarcoma de walker sobre a degranulacéo de
mastdcitos de mesentério de rato induzida pelo composto 48/80%in vitro”. A degranulagdo
mastocitaria foi avaliada em amostras de mesentério retiradas de ratos inoculados com
carcinossarcoma de Walker sacrificados do 4°, 7° e 10° dias apés a inoculagdo. Os
mesentérios retirados foram imersos, durante 30 min, em uma solucdo de Ringer-Locke
contendo o composto 48/80 na concentragdo de 8pug/ml. As amostras foram postas em laminas
de microscopia e coradas com o azul de toluidina para a contagem do ntimero de células
degranuladas. O grupo controle ¢ formado por mesentérios retirados de animais nao
inoculados. Os valores representam a média + EPM da percentagem de mastocitos
degranulados obtidas por contagem, em microscopio Optico, de 100 células. (*) p<0.001 em
relacdo ao grupo controle (ANOV A/Bonferroni).
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Figura 21. Foto micrografia mostrando a degranulacdo de mastocitos do mesentério
estimulada pelo composto 48/80 em animais controle (sem tumor) ou com tumor inoculado ha
quatro dias.
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Figura 22. Fotomicrografia mostrando a degranulagio de mastocitos do mesentério
estimulada pelo composto 48/80 em animais controle (sem tumor) ou com tumor inoculado ha
sete dias.
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Figura 23. Fotomicrografia mostrando a degranulagdo de mastocitos do mesentério
estimulada pelo composto 48/80 em animais controle (sem tumor) ou com tumor inoculado ha
dez dias.
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V. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS:

Na avalia¢do da sobrevida de ratos Wistar onde tinham o Carcinossarcoma 256 de
Walker inoculado em suas bexigas observou-se que a sobrevida desses animais era de 12 dias
no minimo e no maximo 17dias (DORNELAS, 2006). Em outro trabalho onde o tumor de
Walker foi inoculado na cavidade oral a media de sobrevida foi a mesma (ALVES et al.,
2004). Os nossos resultados mostraram que a sobrevida dos animais, onde o tumor foi
inoculado na coxa direita de ratos, foi no minimo de 10 dias e no maximo de 15. Esse
resultado sugere que carcinossarcoma pode ter sua viruléncia aumentada e com isso
diminuido a media de sobrevida desses animais. A curva de sobrevida por noés feita, foi
construida com o intuito de avaliar a média de vida dos ratos e a partir da curva de
crescimento do volume tumoral fez-se com esta uma intercessdo de graficos, para se
determinar grupos experimentais, que iriam ser utilizados na realizagdo dos experimentos.

Na construgdo da curva do crescimento do volume tumoral, observamos que o crescimento do
volume tumoral foi de forma exponencial a partir do quarto dia p6s inoculagdo tumoral
chegando ao crescimento maximo no 15° dia pds inoculacdo. Como o crescimento
exponencial comegou no quarto dia, esse se tornou o primeiro grupo experimental. O segundo
grupo experimental formado foi o 10° dia pds-inoculacdo tumoral, devido a ser o dia
imediatamente anterior ao 11° dia, pois a partir desse dia todos os animais comegavam a
morrer . O ultimo grupo a ser formado foi 7° dia pods-inoculagdo tumoral por ser um dia
intermediario entre os grupos escolhidos. Todos os experimentos utilizados para se avaliar a
resposta inflamatdria tiveram como grupos experimentais, animais sem tumor (grupo controle
) e animais com o tumor de Walker,onde este estava inoculado em suas patas (4°, 7° ¢ 10°

dias p6s inoculagdo do carcinossarcoma).



69

O edema de pata ¢ um modelo experimental utilizado para se avaliar a resposta
inflamatoria aguda. Esse sinal cardinal da inflamagdo pode ser induzido por varias substancias
como, por exemplo, Carragenina e Dextran. O presente trabalho demonstrou que o edema de
pata induzido por Cg ¢ inibido pelo carcinossarcoma 256 de Walker em todos os tempos (4°,
7° e 10 ° dias pés-inoculagao do tumor) e na 2* e 3% horas do 4° dia. Esse resultado demonstra
que essa neoplasia ¢ capaz de diminuir um dos parametros da resposta inflamatoria aguda.
Dados na literatura mostram que o edema de pata gerado por Cg aumenta o volume da pata de
uma forma tempo-dependente e essa droga induz edema em duas fases, sendo uma inicial e
uma final (VINEGAR et al., 1969). A fase inicial do edema induzido por carragenina ¢
resultante do aumento da concentracdo de histamina e serotonina liberados por células
mastocitarias (KULKAMI et al. 1986). A fase tardia do edema ¢ produzida por citocinas
liberadas por células residentes e migracao neutrofilica (DiROSA et al., 1971; VINEGAR et
al., 1969, 1982; WEDMORE & WILLIANS, 1981). Como o edema de pata induzido por
carragenina possui um componente celular, decorrente da migra¢do neutrofilica, e um
componente vascular, onde o aumento do volume da pata ¢ decorrente da acdo de mediadores
(histamina e serotonina) sobre os vasos, realizamos o experimento de edema de pata induzido
por dextran, para identificarmos se a diminuicdo da resposta edematogénica gerada por
carragenina foi mediada por um mecanismo celular ou vascular, j4 que o edema de pata
induzido por dextran ¢ mediado por um aumento da permeabilidade vascular, acumulo de
fluidos, por degranulacdo de mastocitos, pela presenca de poucos neutrofilos e proteinas (LO
et al., 1982).

Os nossos resultados mostraram também uma diminui¢do do edema induzido por DXT (7° e
10° dias pds-inoculacdo), sugerindo assim que a diminuicdo do curso da resposta
edematogenica induzida por carragenina, foi mediada por mediadores que agem sobre os

vasos e nao por infiltracdo de células inflamatorias. Na intencao de reforcar nossos achados e
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delinearmos qual mecanismo estava envolvido na diminuicao da resposta inflamatoria aguda,
fizemos protocolos experimentais que avaliavam a migra¢do neutrofilica para o local da
inflamacao aguda. O primeiro deles, descrito por Souza (2003) foi a avaliagdo da atividade da
enzima MPO. Esse método caracteriza ou ndo a migragdo de neutrofilos de uma forma
indireta. Os nossos resultados demonstraram que ndo houve diferenga na atividade dessa
enzima, que ¢ expressa durante a migragdo de neutrofilos, quando se comparou o grupo
controle, que recebeu intraperitonealmente Cg + salina, e os grupos experimentais (4°, 7° ¢ 10°
dias pods-inoculagdo do tumor), que também receberam Cg. Esses resultados denotam
preliminarmente a ndo participacdo da infiltracdo neutrofilica na diminui¢do da resposta
inflamatoria induzida por Cg. Para refor¢ar esses dados foram feitos experimentos que
avaliam diretamente a migragdo de células como, por exemplo, a contagem diferencial de
células polimorfonucleares, onde se avalia a quantidade especifica de neutréfilos que migrou
para a cavidade peritoneal de ratos Wistar. Na avaliacdo da contagem diferencial, os nossos
resultados mostraram que no 4° dia pods-inoculagdo tumoral ndo ocorreu diminui¢do da
migra¢do neutrofilica quando se comparou os grupos experimentais (animais com tumor) € o
grupo controle. Esses mesmos resultados foram observados e 10° dias pds-inoculagao
tumoral.

Esses resultados descartaram a hipotese de a diminui¢cdo da resposta inflamatoria observada
no edema de pata, ser por um mecanismo celular decorrente da migracdo neutrofilica, e
reforcou a hipotese de ser por um mecanismo vascular, decorrente da liberagdo de mediadores
inflamatorios e agdo dessas substancias sobre os vasos. Os nossos resultados contradisseram
os achados de John P. Brozna e Peter A. Ward (1979). Eles mostraram que os animais que
tinham o tumor de Walker inoculado apresentavam uma menor migragao de neutréfilos para o
local onde o processo inflamatorio foi induzido em relacdo aos animais que ndo tinham tumor.

Esses autores descreveram um modelo experimental onde o processo de migracdo era
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induzido pela administracdo intraperitoneal de caseina na concentragdo de 12%. Trés dias
apods essa administracdo, a quantidade de células que haviam migrado foram contadas com o
auxilio de microscopio. Outro modelo descrito por eles foi o acimulo de leucocitos totais
dentro de esponjas circulares, onde a solu¢do de Hanks foi o estimulo responsavel para se
avaliar também a migrag¢do de células inflamatérias nesses animais. Essa solucdo continha
fatores quimiotaticos bacterianos. Os resultados obtidos por esses autores divergiram dos
nossos talvez pelo desenvolvimento de técnicas ndo tdo especificas e apuradas para se avaliar
o processo de migragdo pds implante do tumor ou talvez pela linhagem tumoral tiver evoluido
em termos de sua viruléncia tornando-se um carcinossarcoma.

Descartando-se a hipotese da diminui¢do da resposta inflamatéria ser mediada por um
mecanismo celular, foram realizados experimentos com o objetivo de avaliar se a diminui¢ao
da resposta inflamatoria se processava por um mecanismo vascular. Um dos protocolos
experimentais executados por nds foi a avaliacdo da permeabilidade vascular induzida por
estimulos inflamatdrios (histamina 10ug / sitio , bradicinina 2pg / sitio , substancia P 250 ng /
sitio, serotonina 1 pg / sitio, capsaicina 250 pg / sitio e 48 /80 1ug/ sitio). Nossos resultados
demonstraram que a permeabilidade vascular induzida por bradicinina, serotonina e 48/80 foi
reduzida pela presenca do carcinossarcoma 256 de Walker (4° 7° p6s inoculagdo tumoral) em
relacdo ao grupo controle, que foram os animais que ndo tiveram essa neoplasia inoculada em
suas patas.

Estudos na literatura reforcam a participagdo do aumento da expressdo de receptores BI da
Bradicinina ¢ aumento da kalicreina tecidual (TK I) em neoplasias malignas, como por
exemplo, o cancer esofagico (ROBERTS RA, 1989). Esses receptores s6 sdo expressos em
processos patoldgicos (DALE et al. 2003). A bradicinina induz aumento de permeabilidade
vascular por potencializar o efeito da PGE2 (DALE et al., 2003). O que podemos inferir é que

o micro ambiente tumoral formado pelo carcinossarcoma 256 de Walker pode produzir
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fatores que inibem a kalicreina tecidual, impedindo assim a formagdo de mais moléculas de
bradicinina. Devido a isso, o aumento da permeabilidade vascular induzida vai estar
diminuido, pois esse peptideo plasmatico ¢ de fundamental importancia para esse efeito a
nivel vascular, porque produz PGE2 ¢ NO que sdo responsaveis pelo desenvolvimento do
processo inflamatorio e aumento da permeabilidade dos vasos. A célula mastocitaria também
expressa kalicreina tecidual (SAWICKI et al., 2002), principalmente quando faz parte do
micro ambiente tumoral.

Estudos da literatura revelam que os mastocitos de ratos sdo ricos em serotonina (LO et al.,
1982). Esse neurotransmissor, muito importante no desenvolvimento do processo inflamatorio
¢ produzido por plaquetas, mastocitos e basofilos no local da inflamagdo (DRAY, 1995).
Nossos resultados revelaram uma diminuicdo da permeabilidade vascular induzida por
serotonina. Através desse resultado podemos inferir que o tumor diminui a permeabilidade
vascular por inibir a agdo do mastdcito ou inibir a agdo da serotonina sobre os vasos. O
composto experimental 48/80 produz degranulacdo de Mastocitos (LO et al., 1982). As
células mastocitarias sdo essenciais no desenvolvimento do processo inflamatorio por
aumentar a proliferacdo dos vasos e vé€nulas e por aumentar a producdo do VEGF (Fator de
crescimento derivado do endotélio) (HIROMATSU et al, 2003). A diminui¢do da
permeabilidade vascular induzida indiretamente por 48/80, demonstrada em nossos
resultados, refor¢a ainda mais a possibilidade da diminui¢do da resposta inflamatoria,
mediada pela inoculagdo do tumor de Walker, ser modulada por um mecanismo vascular e
possivelmente mediado pela inativagdo da degranulacdo de mastocitos, pois tanto a
permeabilidade induzida por serotonina quanto por 48/80 foram reduzidas. A permeabilidade
vascular induzida por histamina ndo foi reduzida em nossos experimentos, quando se
comparou os grupos com e sem tumor. Receptores de histamina, como por exemplo,

receptores H1 e H2 estdo presentes no endotélio dos vasos. A ativagdo dos receptores HI,
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aumenta a expressao das moléculas de adesdao I-CAM, V-CAM e P-selectina (YAMAKI et
al.,, 1998; KUBES & KANVAR, 1994), indispensaveis para o processo de migragdo de
neutro6filos durante o curso do processo inflamatorio. Os receptores H4 da histamina, quando
ativados, sdo responsaveis pelo acumulo de células inflamatdrias, como por exemplo,
mastocitos e eosin6filos no local do processo inflamatério (NAKAMURA et al., 2000). A nao
diminui¢do da permeabilidade induzida por esse composto podera implicar na nao
interferéncia do micro ambiente tumoral sobre esses receptores. Os resultados obtidos nos
protocolos que avaliaram a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de ratos foram
reforcados novamente a partir dos resultados de permeabilidade vascular induzida por
histamina, pois provavelmente devido ao tumor ndo interferir na a¢do dos receptores desse
mediador inflamatorio, ndo poderia interferir nos eventos que envolvem a migracdo de células
inflamatorias.

Em nossos resultados a permeabilidade vascular induzida por capsaicina e por substancia P,
ndo foi reduzida de forma significativa, quando se comparou o grupo controle e 0os grupos nos
qual o tumor de Walker foi inoculado (4° e 7° dias pds inoculagao tumoral). A ndo diminui¢ao
da permeabilidade vascular induzida por substincia P, pode ser explicada, provavelmente,
pela ndo atuacdo de substancias do micro ambiente tumoral sobre receptores NK1 (WALSH
et al., 1995) de substancia P. Estudos na literatura revelam a presenga desses receptores em
tecidos metastaticos humanos e essa presenca foi identificada através do uso de
imunohistoquimica (GOSO et al., 1994). Essa hipotese reforcou o resultado encontrado na
migragdo celular, pois se o tumor, provavelmente, ndo influenciou na agdo do receptor NK1, o
mesmo nao poderia exercer nenhuma influencia sobre o processo de migragdo, ja que a
ativacdo desse receptor por substincia P gera um aumento da migragdao e acimulo de células
inflamatérias no local da inflamagdao (WALSH et al., 1995). A ndo diminuicdo da

permeabilidade vascular induzida capasaicina, pode ser explicada, pela ndo atuagdo de
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substancias do micro ambiente tumoral sobre receptores especificos de capasaicina, que tem
como exemplo, TPRV1 (CATERINA et al., 2001). Esse receptor quando ativado leva ao
desenvolvimento da inflamag¢do neurogénica por estimular fibras nervosas envolvidas com a
nocicepcao. Outras substancias também podem atuar sobre esse receptor, causando aumento
da sensibilizagdo das fibras nervosas da nocicep¢ao. Um exemplo classico disso ¢ a ag¢do da
bradicinina na promog¢ao da dor neuropatica (DALE et al., 2003).

Observou-se que no 10° dia pds-inoculacdo todos os estimulos que foram utilizados para
induzir a permeabilidade vascular foram reduzidos. Um dos fatores envolvidos nesse
resultado, talvez fosse a fraqueza na qual estes animais se encontravam. O décimo dia pods
inoculacdo tumoral foi o dia onde o crescimento tumoral atingiu o seu maximo. Nesse periodo
os animais perdiam seu peso, a temperatura corporal estava aumentada e os pélos ja
comegavam a cair. Esses sintomas denotavam indicio de infec¢do generalizada, com perda da
resposta a qualquer tipo de estimulo. Estudos na literatura afirmam que o paciente com cancer
pode vir a ficar imunocomprometido, como resultado da propria doenga de base ou do proprio
tratamento. Por exemplo, algumas neoplasias estdo associadas a deficiéncia imunologica
especifica que predispde a infec¢do por determinados patdogenos. Como os linfomas, que
alteram a imunidade celular, aumentando o risco de infec¢des provocadas por virus ou fungos.
De maneira geral, o maior fator de risco para infec¢des bacterianas e fungicas graves em
pacientes com cancer, ap6s quimioterapia mielossupressora, ¢ a neutropenia, que nada mais ¢é
do que diminui¢io da quantidade de neutréfilos no sangue (MIMICA et al., 2000). A
diminui¢do da permeabilidade vascular induzida por bradicinina, serotonina também veio
contradizer o trabalho realizado por John P. Brozna e Peter A. Ward (1979). Esses autores
realizaram experimentos para avaliar a permeabilidade vascular cutdnea em ratos. Em animais
com ou sem tumor de Walker foi injetada intravenosamente IgG e imediatamente posterior a

1sso, 0s animais receberam os estimulos de serotonina e bradicinina intradermicamente.
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Decorridos 30 minutos da inje¢do de IgG, os animais foram sacrificados, as suas peles foram
retiradas € no local onde o estimulo inflamatério foi administrado, foram feitos cortes e
retirado pedacos de pele com 2 cm de diametro cada. A quantidade de IgG, que determinava o
aumento da permeabilidade vascular, foi medida por cintilografia. Esses autores tiveram como
resultado a ndo alteracdo da permebilidade vascular, quando se comparou os animais com ou
sem tumor de Walker.

Mastocitos de ratos sdo ricos em serotonina. O composto 48/80 ¢ responsavel pela
degranulacdo mastocitaria induzida (LO et al. 1982). O mastocito expressa calicreina tecidual,
principalmente quando faz parte do micro ambiente tumoral (LO et al. 1982). Como o
resultado observado no experimento de permeabilidade vascular listava a diminui¢ao da
permeabilidade induzida por serotonina, bradicinina e 48/80, procurou-se realizar um
protocolo experimental que avaliasse a participacdo do mastocito nesse fendmeno, ja que
essas trés substancias sdo estreitamente relacionadas com a fisiologia mastocitaria. Foi feito
um modelo experimental onde se testou a degranulagdo mastocitaria induzida por 48/80. Lo e
colaboradores observaram que o composto 48/80 induzia a degranulagdo de cerca de 98% dos
mastocitos estimulados. Nossos resultados mostraram que a degranulagdo mastocitaria foi
inibida em todos os grupos experimentais (4°, 7° ¢ 10° dias pds inoculagdo tumoral) em
relacdo ao grupo controle, que foi o grupo que nao teve o tumor de Walker inoculado em suas
patas. Esse resultado veio confirmar a hipotese sugerida, quando se inferiu que a diminuigdo
da resposta inflamatdria ndo era alcangada por um mecanismo celular e sim por mecanismo
vascular, modulada pelo processo de degranulagdo do mastocito, célula essa que é de
fundamental importdncia para o desenvolvimento da resposta inflamatéria e
consequentemente, importante no combate da proliferacdo das neoplasias malignas. Estudos
de Biologia molecular deverdo ser posteriormente realizados com intuito de se observar a

nivel de receptores que substancias o microambiente tumoral libera, para interferir no curso
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da inflamag¢do e com isso desenvolver novas drogas que fortalecam a resposta imune no

combate ao processo de malignidade e metastase tumoral.
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6. CONCLUSOES

A partir dos nossos resultados podemos concluir que:

No curso do crescimento do carcinossarcoma 256 de Walker, houve uma diminuicdo da
resposta inflamatodria sist€émica. Este efeito foi dependente da diminuicdo da resposta vascular
a mediadores inflamatdrios, como bradicinina e serotonina, bem como a uma diminui¢do da
degranulacdo de mastocitos. Com isso foi observada uma diminuicdo na resposta
edematogénica a estimulos inflamatdrios como dextrana e carragenina, por um mecanismo

independente da inibicao da infiltragdo de neutréfilos.
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Abstract:

Objective and design: To investigate the effect of experimental tumor bearing in
acute inflammation models in rats. Material or subjects: After 4th and 7th days of
Walker tumor implantation in right armpit, carrageenan or dextran— induced edema in
contralateral paw, carrageenan induced neutrophil migration into peritoneal cavities,
cutaneous vascular permeability induced by bradykinin, histamine, serotonin,
substance P, capsaicin or 48/80 compound, and mesentery mast cell degranulation
induced by 48/80 compound were evaluated. Control group did not receive tumor
implantation. Statistical analysis was performed using one way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Bonferroni test. Results: In the 7" day after tumor
inoculation, there were significant decrease in both carrageenan and dextran-
induced paw edema. Tumor bearing did not change the neutrophil infiltration induced
by carrageenan. There were decreases in cutaneous vascular permeability induced
by 48/80 compound, serotonin or bradykinin, but not induced by histamine,
substance P. In the mast cell degranulation, it was observed a significant inhibition of
mesentery mast cell degranulation induced by 48/80 compound, in the 4" and 7" day
after tumor inoculation. Conclusion: Tumor bearing could narrow mast cell function
and vascular events in acute systemic inflammation in rats, without changes in

neutrophil migration.
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1. Introduction
Several inflammatory mediators, such as citokines, metalloproteinases, lipoxygenase
and cyclooxygenase products, are part of the tumor microenvironment, and are
important factors in tumoral growth [1-2]. I's been recently suggested that cancer
can induce immunosuppression, which evolves in an immunosuppressive network
extending from a primary tumor site to secondary lymphoid organs and peripheral
vessels, and is affected by several mediators, such as interleukin-10 (IL-10),
transforming growth factor-g (TGF-) and vascular endothelial growth factor (VEGF)
[3].
Mast cell accumulation in peritumoral inflammatory infiltrate contributes to a
permissive microenvironment during tumor growth [4-6]. There is no evidence that a
decrease in mast cell function could be associated to cancer imunossupression. [7]
Walker 256 tumor is widely utilized in experimental cancer research, due to its
easy transplantation, lack of regression or strain specificity and rarity of spontaneous
metastases, as well as its successful transposition to tissue culture [8]. Brozna &
Ward demonstrated in 1979 that both acute and chronic cellular inflammatory
reactions were suppressed in rats bearing Walker 256 tumor [9]. However, the
mechanisms through which Walker 256 tumor induces a decrease in rat systemic
inflammation were not elucidated.
The main goal of the present study is to investigate the effects of experimental tumor
bearing in classical acute inflammation models in rats, and evaluate the influence of

mast cell degranulation inhibition in these events.

2. Materials and methods
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2.1. Animals

Wistar rats weighing 180-200 g were housed in temperature-controlled rooms and
received water and food ad libitum until use. All experiments were conducted in
accordance to NIH standards and approved by the Committee of Ethics in Animal
Research and Care of the Federal University of Ceara.

2.2. Drugs.

Carrageenan, dextran, bradykinin, serotonin, substance P, histamine, capsaicin and
48/80 compound were purchased from Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA).
Vehicle solutions consisted of PBS buffer or saline.

2.3. Tumor inoculation.

Tumor nodules from tumor bearing rats were excised, gently homogenized in a
hand-operated tissue grinder, suspended in sterile actated ringer's with gentamicin
and adjusted to a concentration of 10° viable tumor cells/mL. The tumor was
implanted by intramuscular injections of 10° tumor cells into the right armpit [10].
Animals were housed in cages with food/mineral water ad libitum. In preliminary
experiments, tumor growth was observed, starting from the 4th day (329.3+86.1
mm?), continuing to the 7™ day (2892.0+614.8 mm?®), and reaching maximum growth
in the 15" day (16390.0+3050.0 mm?®) after tumor inoculation. We also observed that
after 15 days of tumor inoculation, animal mortality reached 100%. In this study we

evaluated tumor bearing effects after 4th and 7th days of tumor implantation.
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2.4. Carrageenan- and dextran-induced paw edema.

Paw edema was induced by subplantar injection of carrageenan (300 ug/paw ;
0.1 mL) or dextran (500 ug/paw ; 0.1 mL). This edema was evaluated in the tumor
contralateral hind paw. Animals with tumor (4", 7" days after tumor inoculation) or
without tumor (control group) received the same inflammatory stimulus. Paw volume
was measured with a plesthysmetry (Ugo-Basile 7140 Plesthysmometer) immediately
before (basal volume) and at 1,2, 3 and 4 h after carrageenan administration or 30’,1
2, 3 and 4h after dextran administration. Results were expressed as paw volume
variation (mL), calculated by subtracting paw basal volume from the
hydroplesthymometer.

2.5. Stimulation of neutrophil migration into peritoneal cavities.

Carrageenan (300 ug/1,0 mL) or saline (1,0 mL) were injected intraperitoneally
(i.p.) in rats with tumor (4”‘, 7" after tumor inoculation) or without it. Three hours after
carrageenan injection, animals were sacrificed and peritoneal fluid was collected.

Total and differential cell counts were performed as described elsewhere [11].

2.6. Myeloperoxidase activity assays.

Carrageenan (Cg;300 pg/paw) was administrated into the left hind paw in
animals with tumor (4" and 7™ and day after tumor inoculation) or without it. Four
hours after carrageenan administration, animals were sacrificed and the whole
plantar region left paw skin was harvested. After homogenization and centrifugation
(4500 rpm, 20 min), myeloperoxidase activity, an enzyme found in azurophil
neutrophil granules, was established through a previously described colorimetric

method and expressed as units of myeloperoxidase activity per mg of tissue [12].
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2.7. Cutaneous vascular permeability.

In the 4th and 7th day after tumor inoculation, rats with or without tumor were
divided into six groups and stimulus injections (bradykinin, histamine, serotonin,
substance P, capsaicin or 48/80 compound) were administrated intradermically into
shaved dorsal skin. Immediately after stimulus, evans blue dye was administrated
(25 mg/kg, i.v., 100 ul/100 g of body weight). Thirty minutes later, the blue area was
collected and soaked with 1 ml of formamide for 48 hrs at 37° C. Supernatant
absorbance was measured by spectrofotometry (630nm). Supernatant dye content
was calculated according to the Evans Blue standard curve and values were
expressed with ug of Evans blue per mg of tissue [13].

2.8. Mast cell degranulation in mesentery tissue.

Animals with tumor (4", 7" day after tumor inoculation) or without it were
sacrificed. Mesenteric tissues were collected from the respective groups and
disposed into each of the Petri dishes containing Ringer Locks fluid (10 ml). Mast cell
degranulation was induced by incubation of dishes containing mesenteric tissue
collected from animals with or without tumor with compound 48/80 (final
concentration, 0.8 pg/mL) for 30 min and disposed on microscopic slides. Hydrated
tissue sections were immersed in a 0.1% toluidine blue solution (in 0.9% sodium
chloride) for 60 s, followed by extensive rinsing in deionised water as previously
described [14]. The percentage of degranulated mast cells was determined by

counting one hundred stained cells per tissue section.

2.9. Statistical analysis.
Results were presented as means and standard errors of the mean for groups of six

animals each. Differences between experimental groups were compared by Analysis
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of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's t-test. Significance level was set at

p<0.05 and p<0.001.

3. Results

3.1 Effects of tumor bearing on carrageenan or dextran - induced paw edema.

In figure 1, we can observed that from the 7" day after tumor inoculation on, there

was significant decrease in both carrageenan (panel A) and dextran (panel B) -

induced paw edema in all intervals. However, in the 4™ day after tumor inoculation,

we observed a decrease in paw edema with carrageenan (panel A), but not with

dextran (panel B).

3,2 Effect of tumor bearing on carrageenan - induced neutrophil infiltration.
Figure 2 demonstrated that neither the 4" nor the 7" day after tumor

inoculation presented any changes in carrageenan - induced peritoneal neutrophil

infiltration. Furthermore, in figure 3, we also observed that tumor bearing did not

change MPO activity growth induced by carrageenan in the paw.

3.3 Effect of tumor bearing on the increase in cutaneous vascular permeability

induced by bradykinin, serotonin, substance P, histamine, capsaicin and

compound 48/80.

In figure 4, we can observed that in the 4™ and 7" day after tumor inoculation, there

was a decrease in cutaneous vascular permeability induced by 48/80 compound

(panel A), serotonin (panel B) or bradykinin (panel D), but not induced by histamine

(panel C). Tumor bearing did not change cutaneous vascular permeability induced by

capsaicin (panel E) and substance P (panel F).

3.4 Effects of tumor bearing in 48/80 compound - induced mesentery mast cell

degranulation.
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Figure 5 showed a significant inhibition of mesentery mast cell degranulation
induced by 48/80 compound, in the 4™ and 7" day after tumor inoculation when
compared to the control group (saline).

4. Discussion

Only a few findings in literature have shown the interference of tumoral
microenvironment on acute systemic inflammatory response. Previous studies had
shown that Walker tumor, when inoculated in rats, reduces inflammatory parameters,
as a result of vascular permeability induced by histamine and neutrophil migration
induced by polyvinyl sponges [9]. However, this study had not defined mechanisms
by which Walker tumor decreases the systemic acute inflammatory process. Our
results demonstrated that tumor bearing reduces carrageenan and dextran paw
edema; serotonin, bradykinin and compound 48/80 provoke cutaneous vascular
permeability, and decrease mesentery mast cell degranulation induced by 48/80
compound, with no changes in neutrophil migration induced by carrageenan.
Therefore, we can infer that tumor bearing could decrease mast cell function and
vascular events in acute systemic inflammation.

Our results demonstrated that Walker tumor inoculation decreases paw edema
induced by carrageenan and dextran. Evidence found in literature demonstrates that
carrageenan - induced paw edema has two phases. The early phase is the result of
increase histamine and serotonin in extracellular space [15]. The late edema phase is
known to be dependent on cytokine production by resident cells and neutrophil
infiltration [16 -18]. On the other hand, paw edema induced by dextran is only
mediated by an increase in vascular permeability, through fluid accumulation and
mast cell degranulation [19]. Our results show that tumor bearing reduced both the

early and late phases of carrageenan - induced paw edema, and also decreased



102

dextran - induced paw edema. Therefore, we can infer that at least the vascular
component of the edema is reduced in tumor bearing.

In order to study cellular component participation in systemic acute inflammation
reduction during tumor bearing, we evaluated neutrophil infiltration in two classical
models. Contrary to literature, our results showed that neither peritoneal nor paw
tumor bearing changed neutrophil infiltration induced by carrageenan. Brozna &
Ward demonstrated that 2x10” Walker tumor inoculation cells reduced neutrophil
migration induced by implanted polyvinyl sponges after 16- 24 hours [9]. Compared
to our model, there are some important differences. Firstly, Brozna & Ward
inoculated more tumor cells; secondly, polyvinyl sponges induced chronic
inflammation.

In an attempt to identify possible mediators involved in Walker tumor anti-
edematogenic activity, we evaluated cutaneous vascular permeability for some
important inflammatory stimuli. Our results demonstrated that tumor bearing
diminished bradykinin and serotonin— induced vascular permeability, but not
histamine- induced vascular permeability. Bradykinin is formed in the plasma in
response to inflammatory processes and improves vascular permeability and edema
formation by NO production, and it also activates potassium channels [20 — 23].
Serotonin is a mediator found in large amounts in mast cells, participates in the
genesis of acute inflammatory vascular events and in various stages of the immune
response [24 - 26]. Serotonin receptors 5-HT1 and 5-HT3 have also been associated
to mast cell degranulation modulation [27 - 28]. The effect of Walker tumor
inoculation in serotonin - induced vascular permeability could be explained at least in
two ways: (1) Walker tumor could produced serotonin receptor antagonists located in

the peripheral microvasculature, (2) Walker tumor could interfered with serotonin’s
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autocrine effect in mast cells, thus preventing degranulation. However our results do
not role out the possibility that other mechanisms could be involved.
Our results have demonstrated that tumor bearing does not change capsaicin and
substance P - induced vascular permeability. Capsaicin and substance P stimulate
peripheral terminals of C-fibers, causing the release of neuropeptides (such as
tachykinins), thus initiating the cascade of neurogenic inflammation with a growth in
vascular cutaneous permeability [29 — 31]. According to this data, we can infer that
Walker tumor doesn’t inhibit vascular permeability growth induced by neurogenic
inflammation.
In order to study if tumor bearing prevents mast cell degranulation, we utilized a
pharmacological approach using 48/80 compound, a substance that degranulates
mast cells and promotes content release. Our results demonstrated that vascular
permeability and mast cells degranulation induced 48/80 compound decrease in
tumor bearing. These findings point towards the hypothesis that tumor bearing
interferes in mast cell function, which is responsible for the inflammatory vascular
permeability and the edema [18]. Both histamine and serotonin can be released by
mast cells. Our results demonstrated that in contrast to serotonin, histamine does not
seem to influence the tumor-induced vascular permeability. One possible explanation
is that histamine is the single amine known to be stored in human mast cells and
rodent mast cells store more serotonin than histamine [19].
have in minor concentration in mast cells of rodents when compared with the level
of serotonin [19].

To summarize, our results demonstrated that tumor bearing reduces
carrageenan and dextran paw edema, serotonin, bradykinin and compound 48/80 -

induced cutaneous vascular permeability, and also diminishes mesentery mast cell
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degranulation induced by 48/80 compound, without changes in neutrophil migration
induced by carrageenan. Therefore, we can infer that tumor bearing could narrow
mast cell function and vascular events in acute systemic inflammation.
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Legends

Figure 1 — Effect of tumor bearing on carrageenan or dextran - induced paw
edema. Carrageenan (300ug/paw) and dextran (500ug/paw) were injected and paw
volume was measured after 0, 1, 2, 3 and 4 hs for Carrageenan and after 30min,1, 2,
3 and 4 hs for dextran. A: Evaluation of paw edema induced by Carrageenan after
1h, 2h, 3h and 4h in the 4" and 7™ day after tumoral inoculation. B: Evaluation of paw
edema induced by dextran, after 30min,1, 2, 3 and 4 hs in the 4™ and 7™ day after

tumoral inoculation. (*) p <0.05 compared to control group (ANOVA / Bonferroni).

Figure 2 - Effect of tumor bearing on carrageenan - induced neutrophil
infiltration. In the 4" (panel A) or 7" day (panel B) after tumor inoculation,
carrageenan (300 ug) or saline solution was injected in rat peritoneal cavity with or
without Walker tumor. Three hours after saline or carrageenan injection, rats were
sacrificed and neutrophil migration was evaluated. Bars represent the mean + SEM
of 10°xneutrophil/mL for 6 rats of each group. Didn't differences statistically
significant between the groups Cg (without or with tumor). (**) p<0.01 compared to

saline group (ANOVA/Bonferroni).

Figure 3 — Effect of tumor bearing in MPO activity. Carrageenan - induced growth
in MPO activity did not change during tumor bearing (4", 7" day after inoculation).

Columns represent the mean + SEM of MPO group units. Saline (sal, n = 6),



110

Carrageenan (n = 6), Carrageenan + Tumor (n = 6). (**) p <0.001 compared to saline

(sal) group. (ANOVA/ Bonferroni).

Figure 4 — Effect of tumor bearing on the increase in cutaneous vascular
permeability induced by 48/80 compound, serotonin, histamine, bradykinin,
capsaicin or substance P. The 48/80 compound (panel A), serotonin (panel B),
histamine (panel C), bradykinin (panel D), Capsaicin (panel E) and substance P
(panel F) were injected in rats with tumor (4™, 7" day after inoculation). Control group
was composed by rats without tumor (control). After 1 h, animals were sacrificed and
skins removed. Skin permeability was evaluated by the amount of Evans blue
extravasated measured in spectrofotometry at 600nm. Bars represent the mean *
SEM ug of Evans blue for mg of tissue. (*) p < 0, 05 compared to control group.

(ANOVA/ Bonferroni).

Figure 5 - Effect of tumor bearing in 48/80 compound induced mesentery mast
cell degranulation. Animals with tumor (4", 7" day after tumor inoculation) or
without it (control group) were sacrificed. Mesentery tissue was harvested and fixed
with animal albumin. Tissue samples were rinsed in PBS or 48/80 compound (0.8
ug/mL). Afterwards, tissue fixed sections were immersed in a solution of 0.1%
toluidine blue. Percentages of degranulated mast cells were determined by counting
one hundred stained cells in different fields (x400). Bars represent the meantSEM
of mast cell degranulation percentage. (*) p <0.001 compared to control group

(ANOVA / Bonferroni).
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Histamine is the single amine known to be stored in human mast cells, although mast
cells of other species are known to store additional amines. For instance, rodent mast

cells also store serotonin.
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