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RESUMO

Céancer é uma doenca genética caracterizada pelo acumulo progressivo de mutacdes no
genoma das células alteradas. Durante o desenvolvimento tumoral hé expresséo de enzimas como
a fosfolipase A2 que tem como funcdo converter fosfolipideos de membrana em acido
araquiddnico (AA) e as cicloxigenases COX-1 e COX-2 que convertem AA em mediadores da
resposta inflamatdria e imunologica como as prostaglandinas (PGs). Ha a producédo de radical
livre como o oxido nitrico (NO) que atua também como mediador da resposta inflamatoria e
imunologica. Além disso, ha participacdo de células da imunidade como neutréfilos e
macrofagos. Estas células que tem como funcédo a fagocitose de antigenos e na fase de escape do
crescimento neoplasico se acham inibidos. A dificuldade do sistema imune em reconhecer as
desordens celulares e impedir sua evolugdo, se d& devido as alteragBes terem origem no proprio
hospedeiro. Os macrofagos tem papel essencial contra essas alteracdes e quanto aos neutrofilos,
até 0 momento ndo se sabe exatamente sua importancia, pois existem poucos estudos
direcionados a estas células e o que se sabe até 0 momento é que estdo presentes em fases iniciais
do desenvolvimento de varias neoplasias. A expressao de enzimas foi alvo no presente trabalho
de pesquisa, mais exatamente a inibicdo da fosfolipase A2 e as cicloxigenases COX-1 e COX-2
com os inibidores dexametasona e indometacina, respectivamente no desenvolvimento do tumor
ascitico de Ehrlich (TAE), além de maiores esclarecimentos relativos ao comportamento de
neutrdfilos e macréfagos. Quanto aos resultados notamos que com relagdo ao nimero de células
presentes na cavidade peritoneal constatou-se que tanto o tratamento com dexametasona como o
tratamento com indometacina foram capazes de reduzir significativamente estas células
(controle=2,05x10 " +0,30 células/mL; dexametasona=1,53x10 " +0,41 células/mL;
indometacina=1,40x10" +0,79 células/mL), portanto uma provavel reducdo do crescimento
tumoral. Este efeito ndo esta relacionado ao estado de ativacdo de macrdéfagos uma vez que
ambos os tratamentos produziram uma reducdo no nudmero de macréfagos espraiados
(controle=26,0+8,9 ME/100uL; dexametasona=2,8+6,3 ME/100uL; indometacina=10,83+5,4
ME/100uL). Agora quanto ao influxo de neutréfilos ndo foi constatada em nenhum dos grupos a
presenca destas células no lavado peritoneal. Com relacdo a producdo de NO constatou-se que
houve uma tendéncia a diminuicdo com ambos os tratamentos (controle=2,11+2,8 ug/mL;
dexametasona=0,93ug/mL+0,29; indometacina=0,38ug/mL+0,23). Pode-se concluir que, em
nossas condi¢cdes experimentais, ndo ha participacdo de neutréfilos, macrofagos ou envolvimento
do NO na contencéo do crescimento tumoral constatada.

Palavras chave: Tumor de Ehrlich. Fosfolipase A2. Cicloxigenases. Lipoxigenases. Eicosanoides



ABSTRACT

Cancer is a genetic disease characterized by progressive accumulation of mutations in the
genome of the cells changed. During tumor development there is expression of enzymes such as
phospholipase A2, which has the function to convert membrane phospholipids into arachidonic
acid (AA) and the cyclooxygenase COX-1 and COX-2 that converts AA into mediators of
inflammatory and immune response such as prostaglandins ( PGs). There is the production of free
radical like nitric oxide (NO) that acts as a mediator of inflammatory and immune response.
Moreover, there is participation of immune cells such as neutrophils and macrophages. These
cells whose function and phagocytosis of antigens during the escape of tumor growth was
inhibited think. The difficulty of the immune system to recognize the disorder and preventing its
cellular evolution, is because the changes have originated in the host itself. Macrophages play an
essential role against these amendments and to neutrophils, yet no one knows exactly its
importance, as there are few studies that target these cells and what is known so far is that they
are present in early stages of development of many cancers. The expression of enzymes was
targeted in this research work, more accurately the inhibition of phospholipase A2 and
cyclooxygenase COX-1 and COX-2 inhibitors with dexamethasone and indomethacin,
respectively in the development of Ehrlich ascites tumor (EAT), and further information
concerning the behavior of neutrophils and macrophages. As for the results we note that with
respect to the number of cells in the peritoneal cavity was found that both treatment with
dexamethasone and treatment with indomethacin were able to significantly reduce these cells
(control=2,05x107 +0,30 cells/mL,; dexamethasone=1,53x107+0,41 cells/mL,;
indomethacin=1,40x107 +0,79 cells/mL) thus a probable reduction of tumor growth. This effect
is not related to the state of macrophage activation since both treatments produced a reduction in
the number of spread macrophages (control=26,0+8,9 ME/100uL; dexamethasone=2,8+6,3
ME/100uL; indomethacin=10,83+5,4 ME/100uL). Now for the neutrophil influx was not
observed in any of the groups these cells in peritoneal lavage.With regard to production of NO
was no  significant effect with any treatment  (control=2,11+2,8  ug/mL;
dexamethasone=0,93ug/mL+0,29; indomethacin=0,38ug/mL+0,23). It can be concluded that in

our experimental conditions, there is no participation of neutrophils, macrophages, and
involvement of NO in the containment of tumor growth observed.

Key words: Ehrlich tumor. Phospholipase A2. Cyclooxygenase. Lipoxygenases. Eicosanoids
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1 INTRODUCAO

Estudos mais recentes mostram que todo ano quase oito milhdes de pessoas morrem no
mundo por causa de cancer, sendo que no Brasil é a segunda causa mais comum de morte. A
carcinogénese € caracterizada por desordens celulares resultantes de alteracbes no material
genético que prevalecem e evoluem para neoplasias malignas. Nesse sentido, é evidente que para
uma célula se dividir de modo desordenado e possivelmente evoluir para um cancer fatores
ambientais, nutricionais e genéticos estao relacionados.

Durante o desenvolvimento tumoral ha expressao de enzimas como a fosfolipase-A2 que
tem como funcdo converter fosfolipideos de membrana em acido araquiddnico (AA) e as
cicloxigenases COX-1 e COX-2 que convertem AA em eicosandides como as prostaglandinas
(PGs) que sao mediadores da resposta inflamatoria e imunolégica. Ha a producéo de um radical
livre como o oxido nitrico (NO) que atua também como mediador da resposta inflamatdria e
imunoldgica. Além disso, had participacdo de células da imunidade como neutréfilos e
macrofagos. Estas células que tem como funcdo a fagocitose de antigenos e na fase de escape do
crescimento neoplasico se acham inibidas.

A dificuldade do sistema imune em reconhecer as desordens celulares e impedir sua
evolucdo, se da devido as alteracbes terem origem no préprio hospedeiro. Os macréfagos tem
papel essencial contra essas alteracdes e quanto aos neutrofilos, até o momento ndo se sabe
exatamente sua importancia, pois existem poucos estudos direcionados a estas células e o que se
sabe até 0 momento é que estdo presentes em fases iniciais do desenvolvimento de vérias
neoplasias. No entanto, os neutrofilos merecem serem estudados em relacdo a esses processos,
uma vez que a literatura tem chamado a atencdo para o envolvimento dinamico dessas células na
defesa do hospedeiro contra os diversos microorganismos.

A expressdo dessas enzimas foi alvo no presente trabalho de pesquisa, mais exatamente a
inibicdo da fosfolipase-A2 e as cicloxigenases COX-1 e COX-2 no desenvolvimento do tumor
ascitico de Ehrlich (TAE), além de maiores esclarecimentos relativos ao comportamento de

neutrofilos e macrofagos e da producédo de 6xido nitrico.



2 REVISAO/LITERATURA

2.1 Tumor de Ehrlich

O tumor de Ehrlich (TE) é definido como uma neoplasia experimental transplantavel de
origem epitelial maligna que corresponde ao adenocarcinoma mamario do camundongo fémea,
podendo crescer nessa espécie animal na forma ascitica, quando inoculado intraperitonealmente,
e na forma sélida, quando inoculado no subcutaneo. Nesse sentido, é essencialmente utilizado
no estudo da acdo de componentes fisicos, quimicos e bioldgicos sobre o crescimento,
patogénese, imunologia, citogenética e terapéutica de células tumorais (ERLICH, 1906).

Ehrlich (1906), ainda coloca, que a vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantaveis,
em comparacdo as demais, esta no crescimento prévio da quantidade e das caracteristicas
iniciais das células tumorais a serem inoculadas e, sobre o desenvolvimento rapido da neoplasia
que otimiza o tempo de estudo.

Inicialmente Paul Ehrlich (1905), desenvolveu o tumor na forma sélida e, posteriormente,
em 1932, Leowenthal e Jahn desenvolveram a forma ascitica sendo atualmente um dos tumores

mais utilizado nas pesquisas sobre cancer (DAGLI, 1989).

2.2 Cancer e mecanismos de defesa do sistema imune

O cancer geralmente deriva de um unico clone de células transformadas, porém o
processo de progressdo tumoral promove consideravel diversidade genética entre as células
neoplasicas em crescimento. Essas células sdo submetidas a inimeros mecanismos de pressdo
seletiva, incluindo hipdxia por vascularizacdo inadequada e, provavelmente o ataque pelo
sistema imune. A seqliéncia de eventos, desde a célula alterada até a metastase, envolve uma
série de interacdes entre a célula tumoral e os leucécitos (TORREZINI; ATHANAZIO, 2008).

A carcinogénese esta associada a varios fatores endogenos e ambientais, sendo 0 mais
notavel desses fatores a dieta de gorduras, mais especificadamente os acidos graxos essenciais.
Esses que sdo imprescindiveis ao organismo e ndo podem ser sintetizados pelo mesmo e que,
portanto, devem ser oferecidos na alimentacdo (MARTINS; GRUEZO, 2008).



De acordo com Guyton e Hall (2002), apenas uma fracdo muito pequena de células
mutantes podem sobreviver e dar origem a canceres, pois existe controles normais do organismo
por feedback que impedem seu desenvolvimento. Essas células podem ser destruidas pelo
sistema imune, ja que a maioria delas apresenta proteinas anormais em sua composicao devido a
alteracbes de seus genes, e sd80 necessarios varios oncogenes ativados para evolugdo de um
cancer. Essas precaucbes hereditarias podem raramente falhar a ndo ser que haja fatores externos
como a exposicdo do individuo a fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos.

Os mesmos autores ainda colocam, que essas desordens durante a divisao celular sdo
raras devido a incrivel precisdo com que os filamentos de DNA cromossémico séo replicados em
cada celula antes da mitose, além do processo de leitura desses filamentos que podem corrigir
qualquer um que esteja anormal para que o processo mitético possa ser concluido.

Dependendo da situacdo clinica do individuo encontra-se com maior ou menor relevancia
anticorpos, complemento, linfécitos NK, linfocitos T citotdxicos, linfocitos T auxiliares,
macrofagos, células dendriticas e citocinas, todos participantes da resposta imune aos tumores
(CALICH; VAZ, 2001).

As células tumorais expressam diferencas qualitativas através de antigenos especificos de
tumores (TSA, tumor-specif antigens) e diferencas quantitativas que decorrem da hiperexpresséo
de alguns produtos génicos que chegam a atingir em alguns casos, até mil vezes os valores
normais. Esses antigenos sao conhecidos como antigenos associados a tumores (TAA, tumor-
associated antigens) (SHARON, 2000).

2.3 Neutrofilos

Os neutrofilos sdo fagocitos conhecidos como polimorfonucleares (PMN) que compdem
cerca de 50 a 70 % dos leucdcitos do sangue. Apresentam granulos primarios e secundarios, onde
0s primarios ou azurdéfilos sdo compostos por enzimas digestivas como a peroxidase, a lisozima e
outras enzimas hidroliticas e os secundarios que em menor quantidade sdo compostos por
colagenase, lactoferrina e lisozima (SEGAL, 2005).

Esses fagdcitos sdo as células iniciais do processo inflamatério, pois sdo as primeiras a

migrarem para o local que necessita de defesa imunoldgica (entre 2 e 4 horas ap0s a penetracao



do patégeno), apresentando mecanismos muito eficazes de defesa, em especial contra varios tipos
de bactérias (FORTE, 2007).

2.4 Macrofagos

Os macrofagos sdo fagdcitos mononucleares (MN) que geralmente apresentam meia-vida
longa e baixa taxa de proliferacdo. Eles sdo derivados de mondcitos, que apos cerca de trés dias
na corrente sanguinea, atinge o local de atuacdo, onde sofrem diferenciacéo final com distintas
alteracbes morfologicas, recebendo denominagdes conforme o aspecto e localizagdo. Assim,
existem os macréfagos livres nos diferentes tecidos, macrdéfagos esplénicos, macrofagos
alveolares, macrdfagos pleurais e macrofagos peritoneais. Esses fagocitos mononucleares iniciam

a inflamacao no sitio de infeccdo apds 24 a 48 horas (FORTE, 2007).

2.5 Mediadores lipidicos

A evolucdo de um tumor resulta na expressao de enzimas e mediadores lipidicos como as
prostaglandinas h-sintetases (cicloxigenases COX-1 e COX-2) e prostaglandina E2 (PGE,),
detectadas em tumores de colon (SANO et al., 1995; MARTINS; GRUEZO, 2008).

Os acidos graxos essenciais de cadeia longa: 4acido araquiddnico (AA), &cido
eicosapentanoico (EPA) e acido docosahexanoico (DHA) constituem os fosfolipideos presentes
nas membranas e na matriz estrutural de todas as células. Esses lipideos podem ainda modular a
funcdo celular atuando como mediadores intracelulares de sinais e como moduladores das
interacdes entre as células (CARMO; CORREIA, 2009).

Além da manutencdo das membranas celulares, os acidos graxos poli-insaturados (AGPI)
como o AA presente nos fosfolipideos sdo precursores da sintese de eicosandides. Estes que sdo
0 resultado do metabolismo exercido inicialmente pela acdo da enzima fosfolipase A2 que
converte fosfolipideos de membrana em AA e finalmente pelas enzimas cicloxigenases (COX) e
lipoxigenases (LO) derivando na sintese de prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTS),
respectivamente que atuam como mediadores ativando um grande numero de processos

fisiologicos, em especial a resposta imune as infecgdes e as celulas tumorais.



A producdo excessiva de eicosanoides derivados do AA tem sido envolvida em muitos
disturbios inflamatérios e autoimunes, inclusive no processo de carcinogénese. Tem-se mostrado
que diversos eicosanodides promovem a sobrevivéncia e estimulam a proliferacdo celular,
angiogénese, aumentam a permeabilidade vascular e inflamagéo, apresentando, deste modo, um
importante papel na promogao e crescimento do tumor (MARTINS; GRUEZO, 2008).

Martins e Gruezo (2008), também colocam que o AA € o0 &cido graxo polinsaturado
(AGPI) disponivel em maior quantidade para a acdo da fosfolipase A2, esta enzima que é ativada
por mediadores como histamina, serotonina, bradicinina e noradrenalina, liberando AGPIs, que
servem como precursores diretos da geracao de eicosandides. S&o sintetizados, a partir de duas
classes de enzimas: cicloxigenases COX-1 e COX-2 e lipoxigenases LO-5, LO-12 e LO-15 como

ilustrado na Figura 1:

FOSFOLIPIDEO DE MEMBRANA

Fosfolipase A2

ACIDO ARAQUIDONICO

Cicloxigenases Lipoxigenases
(COX-1e COX-2) (LO-5, LO-12 e LO-15)

Prostaglandinas
Prostaciclinas
Tromboxanos

Leucotrienos
Lipoxina
HETE

Figura 1: Sintese de Eicosanoides



Os metabolitos do AA: PGs e LTs, alem de mediadores das inflamagdes sdo importantes
imunomoduladores da expressdo de citocinas nas respostas imune inata e adquirida. As PGs
também sdo sintetizados por células apresentadoras de antigenos (APCs), tais como macrofagos e

celulas dendriticas que ativam linfocitos T e inibem a producdo de interferon-y (INF-y) por

leucdcitos do sangue periférico e linfocitos CD4+ entre vérias outras funcdes de ativagdo e
inibicdo. Ja os LTs podem também ser secretados por macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e
mastocitos, atuando como ativadores celulares ou fatores quimiotaticos para neutréfilos,
eosinofilos, células mononucleares e linfécitos T (NICOLETE, 2008).

A atividade das COX gera prostaglandina H, (PGH,) que é convertida por sintetases

especificas aos trés grupos de prostanodides ciclicos: PGs, prostaciclinas e tromboxanos. As
enzimas COX-1 e COX-2 catalisam reacdes quimicas muito semelhantes, mas sdo expressas em
condicOes diferentes. A COX-1, enzima de expressdo constitutiva para a maioria das células,
participa da sintese de prostandides envolvidos com a homeostase, como citoprotecdo
gastrointestinal, manutencdo da funcdo renal, coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetaria e
vasoconstricdo (CROFFORD, 1997). Quanto a expressdo da COX-2, ocorre normalmente, em
resposta a estimulos inflamatorios como LPS, interleucina-1, TNF-a (Fator Necrose Tumoral-a),
fatores de crescimento e promotores tumorais (FOSSLIEN, 2000).

As PGs sdo mediadores lipidicos compostos por 20 carbonos que desempenham diversas
atividades biolOgicas através da interacdo com seus receptores especificos (DUBOIS et al., 1998;
MURAKAMI et al., 2000; FITZPATRICK, 2001). De acordo com SHUTZ et al., 1997, as PGs
exercem uma variedade de efeitos sobre 0s vasos sanguineos, as terminacdes nervosas e as
células envolvidas na inflamacéo. Dentre as PGs, a PGH, é a mais abundante produzida nos
sitios inflamatdrios, em doencas degenerativas como Mal de Alzheimer e em varios tumores,

como o de colon, de estdmago e de mama. Nesses tumores, a produgdo de PGH, ocorre em

conseqiiéncia da atividade da COX-2. Em algumas células tumorais, as PGs sintetizadas via
COX-2 interagem com receptores celulares, estimulando sua proliferacao, impedindo que entrem
em apoptose, estimulando a expressdo de fatores angiogénicos. Essas alteragdes, em conjunto,
conferem as células tumorais crescimento autdbnomo e vascularizado independente (DUBOIS et
al., 1998; MURAKAMI et al., 2000; FITZPATRICK, 2001).

Quanto as LO (5-LO, 12-LO e 15-LO) constituem familia de enzimas citoplasmaticas,
classificadas de acordo com a posi¢&o na qual oxidam o AA (KUMLIN; DAHLEN, 1990). Desta



forma, a 5-lipoxigenase (5-LO) é aquela que oxida a insaturacdo em C-5 deste &cido graxo
essencial, sendo a mais importante destas enzimas, promovendo a bioformacdo dos LTs. A 5-LO
é uma enzima citoplasmatica (UEDA et al., 1986; YAMAMOTO, 1989) ativada apds transporte
intracelular, dependente de ions célcio (Ca+2) e adenosina trifosfato (ATP), em direcdo a
membrana plasmaética, onde se associa a proteina denominada proteina ativadora de 5-LO
(FLAP) (UEDA et al., 1986; PETERS-GOLDEN; BROCK, 2000). Uma vez associada a FLAP, a
5-LO catalisa a oxigenacdo da posicdo C-5 do AA, levando a formacdo do 5-HPETE, que por
acao subseqiiente da enzima LTAs-sintase, presente em mastécitos, eosinofilos, basofilos,
plaquetas e mondcitos, é biotransformado no intermediario epdxido éacido 5,6-0xido-7,9-trans-
11,14-cis-eicosatetraendico, LTA,. O LTA,, por sua vez, é substrato para duas novas enzimas a
LTA, hidrolase, que origina o LTBy; e a glutationa-S-transferase , levando a bioformacdo do
primeiro leucotrieno cisteinico, o LTC,4 que por acbes sequenciais das enzimas g-
glutamiltranspeptidase e dipeptidase originam o0s demais Cys-LTs, LTD,; e LTE,,
respectivamente (PETERS-GOLDEN; BROCK, 2000; RADMARK, 2000).

Os LTs sdo eicosandides resultantes da cascata do AA (SPECTOR, 1995) e as principais
propriedades farmacoldgicas destes eicosandides, oriundas de sua interacdo com receptores
especificos de membrana incluem: broncoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular,
producdo de muco, liberacdo de enzimas lisossémicas, quimiotaxia, ativacdo de leucdcitos e
vasoconstricdo da musculatura lisa, e refletem seu envolvimento em fisiopatologias inflamatorias
como asma, rinite alérgica, artrite reumatoide e psoriase (HAY et al., 1995; MELILLO;
MELILLO, 2001).

2.6 Inibidores da fosfolipase A2 e Cicloxigenases COX-1 e COX-2

Na década de 60, Flower et al. e Hirota et al., demonstraram que 0s corticosterdides
estimulam a lipocortina, proteina antiinflamatdria que inibe a fosfolipase A2, inibindo a formacéo
de PGs e produtos da LO. Assim, até 1980, havia larga aceitacdo de que os efeitos
antiinflamatérios dos corticosterdides eram apenas resultado da inibicdo da fosfolipase A2
(GOULDING; GUYRE, 1992; SCWIEBERT et al., 1996). No entanto, atualmente ja se sabe que
0s corticosteroides afetam, também, indiretamente a acdo das citocinas atraves da inibicdo do

acesso de leucdcitos aos sitios inflamatérios, além de inibir a funcéo de fibroblastos, macréfagos,



células endoteliais, linfocitos T e B, bem como a producdo de imunoglobulinas (BOUMPAS et
al., 1993; HAJJAR; PINHEIRO, 1999).

Esses mesmos autores ainda colocam que muitos fatores influenciam na magnitude desses
efeitos dos corticosteroides, incluindo a dose, via de administracdo, tipo e grau de diferenciacédo
de células-alvo e até mesmo o "hospedeiro” pode modificar a resposta antiinflamatdria.

Os antiinflamatérios ndo esterdides (AINES) tem como mecanismo de ac&o a inibicdo da
enzima COX, que converte AA em PGs. Podem ser inibidores ndo seletivos, atuando sobre as
isoformas COX-1 e COX-2, ou inibidores seletivos da COX-2, isoforma especialmente associada
com o processo inflamatério (WANNAMACHER; FERREIRA, 2004). A indometacina é um
exemplo de AINE néo seletivo, ou seja, inibe ambas isoformas da COX e pertence ao grupo dos
acidos indolacéticos. Apresenta importante atividade antiinflamatoria, analgésica, antipirética e
tem como caracteristica fisico quimica a presenca de grupamento acido carboxilico na molécula e
baixo pka (ROBERTS II; MARROW, 2001).

2.7 Oxido Nitrico como mediador de processos fisioldgicos

O oxido nitrico (NO) é um radical livre que se encontra na forma de gés, é inorgéanico e
incolor. E uma molécula de configuracdo simples e que pode ser encontrada no ar, é
extremamente reativa devido a presenca de um elétron extra (SNYDER & BREDT, 1992), mas
em compensacdo difunde-se através das membranas celulares e fases lipidicas com facilidade
(WOLF, 1997).

O NO ¢ gerado por uma familia de izoenzimas, através da catalise enzimatica da L-
arginina, que resulta na formacédo de L-citrulina e NO, este Gltimo que esta envolvido em muitos
processos fisiolégicos dos mamiferos, que incluem a neurotransmissdo, controle da pressdo
sanguinea, inflamacdo, reagbes imunoldgicas e nos mecanismos de defesa contra
microorganismos e tumores (COSTA, 2003). E um gas solGvel, produzido por células
endoteliais, macr6fagos e por neurdnios centrais especificos. E sintetizado a partir da L-arginina,
do oxigénio molecular e da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) pela enzima
oxido nitrico sintetase (NOS). O NO produzido pelos macréfagos, que atua como radical livre é

citotoxico para determinados micrébios e células tumorais, sendo que a producdo descontrolada



de NO por esse fagdcito pode levar a uma vasodilatagdo periférica macica e ao choque
(ROBBINS, KUMAR, COTRAN, 1996).

Em neoplasias malignas humanas tem-se observado a producdo de uma enzima envolvida
no metabolismo da L-arginina, a arginase. Esta enzima ocorre em duas isoformas: arginase | e Il
e ha relatos de que a arginase 1l seja produzida em niveis elevados em neoplasias malignas como
o carcinoma de prostata (MUMENTHALER et al, 2008; VISSERS et al, 2005).

A L-arginina pode ser citada como estimuladora do sistema imune, pois estimula a sintese
de linfocitos T, poliaminas, interleucinas e NO (NOVAES, 1999). O NO apresenta um papel
importante na modulacdo da resposta imunolégica, pois regula a sintese de citocinas, macr6fagos
e outras células que induzem a formacgdo de interferon gama (IFN-y) e fator necrose tumoral
(TNF-y) (BARBUL, 1981).

Na biologia do tumor os efeitos do NO sdo complexos e bifuncionais, pois pode favorecer
0 crescimento, metastase, angiogénese do tumor, ou entdo pode apresentar a¢fes antitumorais,
através de citotoxicidade e pela inducdo da apoptose (LALA; ORUCEVIC, 1998).

Em vista do exposto, concluimos ser relevante o estudo do crescimento neoplasico, frente
a inibicdo das enzimas cicloxigenases COX-1 e COX-2 e fosfolipase A2, de modo que a inibicéo
das COX resulta na auséncia da producdo de eicosantdides como prostaglandina, prostaciclina e
tromboxana, e a inibicdo da fosfolipase A2 impede a sintese desses eicosandides mais aqueles
sintetizados pela via da lipoxigenase como leucotrieno, lipoxina e HETE (&cido
hidroxieicosatetraenoico), possibilitando a avaliacdo de como a auséncia desses metabolitos

influenciam no crescimento tumoral.



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inibigdo das enzimas fosfolipase
A2 e cicloxigenases COX-1 e COX-2 com o tratamento com o0s inibidores dexametasona e
indometacina, respectivamente no desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich.
3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliamos o crescimento do Tumor Ascitico de Ehrlich frente ao tratamento com
inibidor ndo seletivo como a indometacina que age nas cicloxigenases COX-1 e COX-2 e 0
inibidor dexametasona que age na fosfolipase A2;

2. Buscamos quantificar os neutrofilos no lavado peritoneal,

3. Avaliamos o estado funcional e o nimero de macr6fagos na cavidade peritoneal;

4. Determinamos a producéo de 6xido nitrico.



4 MATERIAL E METODO

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No desenvolvimento deste estudo foram constituidos trés grupos de oito animais cada.
Posteriormente os animais foram inoculados com 10° células tumorais por via intraperitoneal. O
grupo controle, apos inoculo com células tumorais, foi tratado com solucdo fisiologica via
intraperitoneal. O grupo indometacina foi tratado via intraperitoneal na dose de 2mg/kg de peso e
0 grupo dexametasona foi tratado por esta mesma via com 3 mg/kg de peso durante 6 dias. Apos
esse periodo, os animais foram eutanasiados com dose letal dos anestésicos ketamina (0,2 ml) e
xylasina (0,2 ml) por via intraperitoneal. Na seqtiéncia, foi realizada a lavagem peritoneal de
cada animal e recolhido o lavado em tubos de ensaio para posterior contagem de leucdcitos e
células tumorais presentes no lavado, em suspensdes diluidas 1:10 em cAmara de Neubauer. Parte
do lavado peritoneal foi utilizado para avaliacdo da producédo de 6xido nitrico (NO) pelo método

de Griess.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 24 camundongos da linhagem Balb C, machos, com idade entre 30 e 45
dias e procedentes do Biotério da Universidade Sagrado Coracdo - USC. Durante o0s
experimentos os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (8 animais por caixa), com

ingestdo de agua “ad libitum” e ragdo comercial especifica para camundongos.

4.3 NEOPLASIA

Neste estudo foi empregado o tumor de Ehrlich, mantido no Biotério da Universidade
Sagrado Coragdo — USC. As células neoplasicas foram mantidas “in vivo” por repiques semanais
em camundongos Balb C, através do implante de 10° células tumorais por via intraperitoneal. Na
obtencdo de inoculos para implante do tumor, o fluido ascitico foi removido, por pungdo da
cavidade peritoneal, e a suspensdo foi centrifugada por duas vezes em solugéo fisiologica a 1500

rpm, 10 minutos. A determinacdo do numero total de células neoplasicas foi realizada através da



contagem em Céamara de Neubauer, e a concentracdo desejada obtida mediante diluicdo em PBS
estéril.

4.4 IMPLANTE TUMORAL

Apbs a obtencdo das células tumorais, foi estabelecida a concentracéo de 10°/ml e cada

animal foi inoculado por via intraperitoneal com volume de 0,1ml da suspenséo.

45 TRATAMENTO

Os animais foram tratados com 0,1 ml de solucdo fisiologica, com indometacina na dose
de 2mg/kg de peso e dexametasona com 3 mg/kg de peso, sendo que as aplicacBes foram

realizadas por via intraperitoneal uma vez ao dia, durante 6 dias.

4.6 EUTANASIA

Apos 6 dias de tratamento os animais foram eutanasiados com dose letal dos anestésicos
ketamina (0,2 ml) e xylasina (0,2 ml) por via intraperitoneal.

4.7 OBTENCAO DO LAVADO PERITONEAL

Com auxilio de seringa descartadvel foram inoculados 3 ml de solucdo fisiol6gica na
cavidade peritoneal. O abdome do animal foi massageado e posteriormente foi realizado uma
incisdo para introducdo de uma pipeta automatica possibilitando recolher o lavado peritoneal.

Todo este procedimento foi realizado apds a eutanasia do animal.

4.8 CONTAGEM DE CELULAS TUMORAIS

Apos a remogdo do lavado peritoneal, a suspensdo de células foi diluida na proporcéo de
1:10, sendo que uma aliquota de 0,5ml foi separada para contagem de células tumorais em

camara de Neubauer.



49 CONTAGEM DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTROFILOS
(PMNs)

Foi depositada em lamina de microscopia uma aliquota de 100uL. Realizou-se a
distensdo e posterior coloracdo pelo método de Leishman. As distensdes foram avaliadas em

microscopia dptica, aumento de 400x.

4.10 ESPRAIAMENTO DE MACROFAGOS

A suspensdo de células coletadas foi imediatamente colocada em tubo plastico. Em
seguida, aliquotas de 200uL desta suspensdao foram colocadas sobre laminas de microscopia e
adicionados 200uL de meio RPMI 1640 e incubadas durante 30 minutos a 37°C. Ao fim desse
tempo as laminas foram lavadas com soro fisioldgico para remocéao das células ndo aderentes e
posteriormente coradas pela Hematoxilina de Harris. Toda a extensdo da lamina foi avaliada de

maneira sistematica a microscopia optica no aumento de 400x.

4.11 AVALIACAO DA PRODUCAO DE NO PELO METODO DE GRIESS

A determinacdo da concentragdo de nitrito € uma forma indireta de se determinar a
concentracdo de Oxido nitrico (NO). Este procedimento foi feito utilizando-se o método de
Griess, este método quantifica indiretamente a producdo de NO pela determinacdo de nitritos e
nitratos acumulados no sobrenadante das células, apos o tratamento (MOSHAGE, 1995). Para
tanto a cada 0,2 ml de lavado peritoneal foi acrescido de 1,8 ml do reativo de Griess
(sulfanilamida a 1% em acido fosférico a 5% e naphtylenediamina a 0,1 % em agua destilada).
Como branco do teste foi empregado 1,8 ml de solucéo fisioldgica acrescido de 0,2 ml do lavado
peritoneal. A reacdo ocorreu num periodo de 20 min, ap6s o qual foi realizada a leitura em
espectrofotobmetro (CELM) em comprimento de onda 540nm. O célculo dos resultados foram
realizados através da comparacdo do comprimento de onda dos testes com o comprimento de

onda de um padréo com 100ug de nitrito/ml.



4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos ao teste paramétrico T de student, realizado através do

emprego do software Sigma Stat, versdo 3.1 (Jandel Scientific).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo o principal objetivo foi avaliar o efeito da inibicdo das enzimas fosfolipase
A2 e cicloxigenases COX-1 e COX-2 com o tratamento com os inibidores dexametasona e
indometacina, respectivamente no desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich. Para tanto, os
pardmetros utilizados foram a contagem de células tumorais presentes no lavado peritoneal,
contagem de células fagocitarias como neutréfilos e macrofagos presentes no mesmo lavado e
determinacéo da producao de éxido nitrico (NO).

Constatamos que tanto o tratamento com dexametasona como o0 tratamento com
indometacina foram capazes de reduzir significativamente o numero células tumorais
(controle=2,05x107+0,30 células/mL; dexametasona=1,53x10"+0,41 células/mL;
indometacina=1,40x10"+0,79 células/mL;). Dados encontram-se demonstrados na tabela 1 e

graficol.

Tabela 1. Efeito do tratamento com indometacina ou com dexametasona sobre o numero de

células tumorais presentes no lavado peritoneal de animais portadores do TAE.

Células tumorais (x10%/mL)

Tratamento ?

Soro Fisiolégico

20,47+ 3,02°¢
Indometacina 14,07+ 7,89
Dexametasona 15,34+ 4,19*

a- animais tratados com solucéo fisiologica (0,1ml, ip, 1x/dia), indometacina (1mg/kg de peso, 0,1ml, ip, 1x/dia) ou

com dexametasona (3 mg/kg de peso, 0,1mL, ip, 1x/dia).



b- Resultados expressos em media + desvio padréo;
c- n=5 animais por grupo;

* P<0,005 na comparagdo com o grupo tratado com soro fisioldgico.

O desvio padréao
M tratamento

Numero de células (x107)por mL

SF DEXA INDO

Tratamento

Grafico 1: Efeito do tratamento com Dexametasona ou com Indometacina sobre
0 n° total de células tumorais presentes no lavado peritoneal.

A producdo excessiva de eicosanoides derivados do AA tem sido envolvida em muitos
distdrbios inflamatdrios e autoimunes, inclusive no processo de carcinogénese. Tem-se mostrado
que diversos eicosanodides promovem a sobrevivéncia e estimulam a proliferacdo celular,
angiogénese, aumentam a permeabilidade vascular e inflamag&o, apresentando, deste modo, um
importante papel na promogdo e crescimento do tumor (MARTINS; GRUEZO, 2008).

De acordo com SHUTZ et al., 1997, as PGs exercem uma variedade de efeitos sobre os
vasos sanguineos, as terminacdes nervosas e as células envolvidas na inflamagéo. Dentre as PGs,
a PGH, é a mais abundante produzida nos sitios inflamatorios, em doencgas degenerativas como
Mal de Alzheimer e em varios tumores, como o de coélon, de estbmago e de mama. Nesses

tumores, a produgdo de PGH, ocorre em conseqiiéncia da atividade da COX-2. Em algumas

células tumorais, as PGs sintetizadas via COX-2 interagem com receptores celulares,
estimulando sua proliferacdo, impedindo que entrem em apoptose, estimulando a expressdao de

fatores angiogénicos. Essas alteracdes, em conjunto, conferem as células tumorais crescimento



autbnomo e vascularizado independente (DUBOIS et al.,, 1998; MURAKAMI et al., 2000;
FITZPATRICK, 2001).

Em acordo com essa revisdo, as PGs podem estar diretamente envolvidas no crescimento
tumoral ja que nos constatamos uma diminuicdo do nimero de células tumorais com ambos 0s
tratamentos dexametasona e indometacina, estes inibidores que por sua vez inibem a sintese de
PGs justificando a reducéo do nimero de células tumorais como mostrado nos resultados acima.

Lala et al. trabalhando com o tumor ascitico de Ehrlich em camundongos CBA notaram
que a atividade NK atingia um pico coincidente com a elevacdo da taxa de células NK. Essa
atividade declinou em torno do 7° dia, enquanto que a taxa de linfécitos NK ainda se encontrava
elevada. Isso sugere em nosso estudo que os linfocitos NK podem estar atribuidos na diminui¢do
das celulas tumorais constatada.

Neste estudo buscou-se uma correlacdo entre a inibicdo de cicloxigenases e fosfolipases
com o influxo de PMN’s (dados ndo demonstrados). Uma vez que a inibi¢ao das COXs resulta
em uma maior disponibilidade de AA para ser metabolizado por via LO e conseqliente aumento

na producéo de LTs, dentre eles o LTB,. Porém ndo foi constatada em nenhum dos grupos a

presenca destas células no lavado peritoneal. Este fato pode estar relacionado ao periodo de
avaliagdo realizado, nesta fase o influxo de PMN’s pode ter sido afetado por outros mediadores
envolvidos na resposta imunitaria.

Sabe-se que a resposta inflamatdria nessa forma de tumor é discreta, caracterizada por
minima infiltracdo de macrofagos e por influxo tardio de células polimorfonucleares para a
cavidade (FECCHIO et al., 1990). Além disso, o mecanismo de elevacdo dos leucdcitos e
neutrofilos é obscuro no tumor de Ehrlich, contudo existem fortes indicios de que o fator
estimulador de col6nia (CSF) e o fator estimulador de colénia de granuldcitos produzidos pelas
células tumorais estejam envolvidos (OGILVIE, 1993, MORALES et al., 1999).



Além disso, ambos os tratamentos induziram uma reducdo no ndmero de macrofagos
espraiados (controle = 26,0+8,9 ME/100uL; dexametasona = 2,8+6,3 ME/100uL; indometacina
=10,83+5,4 ME/100uL). Dados encontram-se demonstrados na Tabela 2 e Gréfico 2.

Tabela 2. Efeito do tratamento com indometacina ou com dexametasona sobre o nimero de
macrofagos espraiados removidos por aderéncia do lavado peritoneal de animais
portadores do TAE.

Macréfagos espraiados (média em 10 campos MO —

Tratamento * aumento 400x)

Soro Fisiologico

26,0+ 8,90°°
Indometacina 10,83+ 5.42%
Dexametasona 2 80+ 6,26

a- animais tratados com solugdo fisioldgica (0,1ml, ip, 1x/dia), indometacina (1mg/kg de peso, 0,1ml, ip, 1x/dia) ou
com dexametasona (3 mg/kg de peso, 0,1mL, ip, 1x/dia).

b- Resultados expressos em media + desvio padréo;

¢- n=>5 animais por grupo;

* P<0,005 na comparag¢do com o grupo tratado com soro fisiologico.
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Grafico 2: Efeito do tratamento com Dexametasona ou com Indometacina sobre
0 espraiamento de macrdfagos peritoneais.
Sabe-se que macrofagos, linfdcitos T e suas subpopulacdes participam efetivamente da
resposta de defesa antitumoral (BARBERA-GUILLEM et al., 2002).
Os metabdlitos do AA: PGs e LTs, aléem de mediadores das inflamag6es sdo importantes
imunomoduladores da expressdo de citocinas nas respostas imune inata e adquirida. As PGs
também sdo sintetizados por células apresentadoras de antigenos (APCs), tais como macrofagos e

ceélulas dendriticas que ativam linfocitos T e inibem a producdo de interferon-y (INF-y) por

leucdcitos do sangue periférico e linfocitos CD4+ entre varias outras funcbes de ativacdo e
inibicdo. Ja os LTs podem também ser secretados por macréfagos, neutréfilos, eosindfilos e
mastécitos, atuando como ativadores celulares ou fatores quimiotaticos para neutrofilos,
eosinofilos, células mononucleares e linfécitos T (NICOLETE, 2008).

Nesse sentido, nossos resultados mostram que tanto o tratamento com dexametasona
quanto o tratamento com indometacina inibiram a resposta imunitaria dependente de macrofagos.
Pois a dexametasona inibiu a sintese total de eicosandides ja que impede a liberagcdo de AA do
fosfolipideo de membrana, isso resultou na auséncia de fatores quimiotaticos e conseqlente

diminuicdo de macrdfagos. Quanto a indometacina inibiu a sintese de PGs mantendo a via de



producdo de LTs através da acdo da enzima LO, resultando em uma diminuicdo menos
significativa do nimero de macréfagos.

Ao avaliarmos a producéo de NO constatamos que houve uma tendéncia a diminuicao em
ambos os tratamentos (controle = 2,11+2,8 ug/mL; dexametasona = 0,93+0,29 ug/mL;

indometacina = 0,38+0,23ug/mL). Dados encontram-se demonstrados na Tabela 3 e Gréfico 3.

Tabela 3. Efeito do tratamento com indometacina ou com dexametasona sobre a producao

de Oxido Nitrico no lavado peritoneal de animais portadores do TAE.

NO (ug/100uL)

Tratamento ?

Soro Fisioldgico

2,12+ 2,86"°
Indometacina 0,38+ 0,23
Dexametasona 0,93+ 0,29

a- animais tratados com solucéo fisiologica (0,1ml, ip, 1x/dia), indometacina (1mg/kg de peso, 0,1ml, ip, 1x/dia) ou
com dexametasona (3 mg/kg de peso, 0,1mL, ip, 1x/dia).
b- Resultados expressos em media + desvio padréo;

¢c- n=5 animais por grupo.
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Grafico 3: Efeito do tratamento com Dexametasona ou com Indometacina sobre

a producéo de 6xido nitrico (NO).

Sabe-se que na biologia do tumor os efeitos do NO sdo complexos e bifuncionais, pois
pode favorecer o crescimento, metéstase e angiogénese do tumor, ou entdo pode apresentar acoes
antitumorais, através de citotoxicidade e pela inducéo da apoptose (LALA; ORUCEVIC, 1998).

Além disso, baixos niveis de NO, produzidos por células tumorais, podem estimular
angiogénese, crescimento tumoral e metastase, porém, altos niveis deste gas, produz efeito
oposto (EDWARDS, 1996). O NO produzido pelos macréfagos, que atua como radical livre é
citotoxico para determinados microbios e células tumorais (ROBBINS, KUMAR, COTRAN,
1996).

A baixa producdo de NO endogeno pode induzir a resisténcia por parte das células
tumorais a este gas, entretanto, a restauracdo de iNOS (isoforma NOS indutivel ou macrofagica)
reverte esta resisténcia, inibindo o crescimento tumoral e a producdo de metéstases (XIE e
HUANG, 2003).

Baseado na literatura, esta tendéncia a diminui¢do da producéo de NO constatada, se deve
a diminuicdo do numero de macrdéfagos e consequente inicio a resisténcia por parte das células

tumorais.



6 CONCLUSOES

Concluimos que em nossas condigdes experimentais:

e Tanto a inibicdo de fosfolipase como das cicloxigenases foram capazes de reduzir o
crescimento do tumor ascitico de Ehrlich;

e O nimero de macrdéfagos espraiados foi diminuido por ambos os tratamentos, sendo que a
acao da dexametasona teve um efeito superior ao da indometacina;

e O NO néo participa da contengdo do crescimento tumoral constatada.
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