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RESUMO

Alguns trabaihos relataram a participacéo de estruturas limbicas na modulacdo da
resposta imune. Com relacdo aos nicleos septais, a lesdo ampla desta srea
alterou a resposta humoral de ratos imunizados com hemacias de cameiro,
enquanto a §esé0. sepial medial inibiu a resposta mitog@nica in vifro de linfécitos T.
Neste trabalho, investigou-se a influéncia da érea septal do cérebro sobre as
freqiéncias de linfocitos T CD4”™ e T CD8" no bago de ratos durante o
desenvolvimento tumoral. Para isso, ratos com a drea septal do cérebro lesadsa
atraves de cirurgia estereotaxica (LW) e ratos controles (cirurgia simulada, SW)
foram comparados apds receberem uma inoculacdo subcutanea (sc) do tumor de
Walker 256 Ar (variante celular com elevado indice de regressao, obtida a partir
das celulas tumorais de Walker 256 A). A possibilidade da atividade
adrenocortical mediar os efeitos septais foi verificada pela dosagem de
corticosterona sérica. Também foi investigada a influéncia da iesdo septal sobre
os efeitos sistémicos tais como, anorexia, ganho de peso corpéreo, retencéo renal
de sodic e agua induzidos pelo tumor {modelc de inoculacdo muitifocal com
células tumorais de Walker 256 A ), visto a possibilidade de variagdes destes
parametros fisiologicos servirem como uma indicac@o indireta da atividade
imunoldgica. Com relacéo aos efeitos sistémicos tumorais foi observado que a
lesdc septal causou uma redugdo temporaria na retencdo de sédic e agua
induzida pelo tumor, possiveimente como conseqiiéncia da inibico da liberacio
do hormdnic antidiurético. Duas semanas apds a inoculacdoe do tumor de Walker

256 Ar foram identificadas regressfes tumorais em 46,2 % do grupo SW e 57,1 %
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do grupo LW. Tanto no grupo SW como no LW o percentual de linfécitos T CD4*
nos ratos cujos tumores néo regrediram (SW =195+ 14 % LW = 23,8+ 1,86 %)
fol significativamente menor que nagueles com regressao tumoral (BW =293 +
2,4 %; LW =314+ 186 %). Como conseqiiéncia a relacio CD4/CDR" também foi
significativamente menor nos ratos cujos tumores néoc regrediram (SW = 0,91 +
0,07, LW = 1,20 x 0,07) que nagueles com regresséo tumoral (SW = 145+ (0,1;
LW = 1,58 £ 0,1). Concluiu-se que as variagbes nas freqléncias de linfécitos T,
bem como na relagdo CD4’/CD8" estiveram associadas 20 desenvolvimenio
tumorai e ndo foram afetadas pela lesfo ampla da drea septal. Alravés de um
experimento com ratos adrenalectomizados foi observado gue o crescimenio
continuo ou a regress&o dos tumores, bem como a resposta imune celular

associada a estes eventos, nac foram influenciados pela atividade adrenocortical.




ABSTRACT

Some studies have shown the influence of limbic-hypothalamic areas on the
immune response modulation. Concerning the septal nucleus, the whole lesion of
this limbic area impaired the humoral immune response of rats immunized with
sheep red bicod cells, while lesions of the medial septal nucleus produced a long-
lasting inhibition of T lymphocyte proliferation induced by mitogens. The proposal
of the present study was to investigate the influence of sepial area lesion on
frequencies of splenic T CD4” and T CD8" lymphocvies, during tumor
development. Therefor, septal-lesioned rats (LW), obtained through stereotaxic
surgery, were compared with sham-operated rats {SW), afier one subcutanecus
{gc) inoculation of Walker 256 Ar tumor cells (a cell variant obtained from Walker
256 A tumor, distinguished by presenting a high regression incidence). The
adrenocortical activity in the mediation of septal lesion effects was evaluated by
assessing serum corticosterone.  The influence of septal lesion on systemic
effects induced by the tumor, like body weight gain and, sodium and water renal
retention was aiso investigated (by using the multifocal s¢ inoculation mode! of
Walker 256 A cells). it was suggested that changes in these parameters would
help as an indirect indication of the immunological function aiterations.
Concerning the systemic effects, sodium and fluid retention induced by the Walker
256 A tumor was temporarily reduced in animals with septal area lesions. This
effect was possibly a result of an inhibition of antidiuretic hormone release. By
using the Walker 256 Ar tumor cells, it was observed tumor regressions in 46.2 %

of the SW group and 57.1 % of the LW group two weeks after sc inoculation. In



both groups SW and LW, the frequency of splenic T CD4* lymphocytes was
significantly reduced in rats which tumors did not regress (SW=195+14 % LW
= 23.8 £ 1.6 %) compared with rats with tumor regression (SW = 29.3 + 2.4 %, LW
=314+ 16 %). As a consequence, the CD4"/CD8’ ratio was also significantly
reduced in rats without tumor regression (SW =091+ 0.07; LW = 1.20 + 0.07% in
relation to those with tumor regression (SW = 1.45 + 0.1; LW = 1,59 + 0.1 %).
Therefore, septal area lesion did not affect the frequencies of T lymphocytes.
Nevertheless, the alterations observed in the frequencies of T ivmphocytes, as
well as in CD47/CD8” ratio were associated with tumor development {continuous
growth or regression). It was alsc observed that tumor continuous growth or tumor
regression, as well as the immune response associated with these events were

not affected by adrenocortical activity.




1. INTRODUGAO

7.1. Estruturas limbico-hipotalémicas e a resposta imune

Um dos principais recursos utilizados em estudos sobre a integracéo dos
sistemas nervoso e imunolbgico € o de observar 2 influéncia de lesdes em dreas
especificas do cérebro durante a ativagdo imune. O hipotdlamo, certamente,
pelo papel que desempenha na regulacdo neurcenddcrina e atividade autbnoma,
€ um dos centros cerebrais mais estudados. Além das lesdes cirtrgicas de
estruturas  cerebrais, procedimentos como a estimulacic eléirica ou a
determinac@o da atividade de centros especificos no cérebro mostraram que a
acio combinada de vérias estruturas, muitas delas hipotalamicas e, ainda, do
sistema limbico e formagdo reticular influenciam na atividade imunolégica
(BESEDOVSKY et alii, 1977, KORNEVA, 1987; SAPHIER et alii, 1987
ABRAMSKY et alii, 1987 e KATAYMA et alii, 1987).

A acdo imunomoduladora do hipotdlamo é, freqlientemente, discutida em
termos da regulacdo da atividade do eixo hipofise-adrenal e conseqlente
liberacdo de esterdides adrenocorticais. Tal fato fundamenta-se no
conhecimento de que, durante a resposta imune primdria, em ratos e
camundongos fratados com antigenos soliveis ou células ndo replicantes
{nhemacias), observa-se o aumento da corticosterona sérica {(quinto ao oitavo dia},
acompanhando a produgdo de anticorpos (BESEDOVSKY 8 SORKIN, 1977 e
FERNANDES, 2000). Foi sugerido que a acdo hormonal estaria relacionada 3

supressao de células imunes que ndo estivessem comprometidas com a resposta

FERNANDES, G. A. Rats submilted to immunologicel stress induces bodily alterations in saline treated congpecifics.,
Physiology and behavior, 2000 {(no prelo).
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imunologica, sem, no entanto, afetar a expansao cional das céluias competentes
(BESEDOVSKY & SORKIN, 1977). Assim, TYREY & NALBANDOV {1972)
consideraram o aumento da atividade do eixo hipdfise-adrenal um mecanismo
razoavel para explicar a diminuicdo de anticorpos circulantes em ratos com leso
do hipotalamo anterior.  Estes mesmos autores observaram gue esie sfeito
poderia ser efetivamente bloqueado tanto com a hipofisectomia como com a
adrenalectomia dos ratos.

REY et alii (1984} mostraram que os glicocorticdides modificam o numero
de células esplénicas e a atividade de linféciios B secretores de imunoglobulinas,
segundo a relac@o inversa & sua concentragdo plasmatica.  Neste sentido,
propuseram que o8 mecanismos  imunomoduladores associados  aos
glicocorticdides estariam operando dinamica e constantemente, ¢ que explicaria
variagOes circadianas observadas em linfécitos circulantes e outras funcdes
imunes.

Entretanto, a elevacdo da corticosterona nao justificou a reducido no
namerc de células do tecido linfdide (timocitos) & a diminuicdo da resposta
mitogénica de espiendcitos em ratos com les@o pré-dptica hipotalamica anterior,
visto que nos ratos controles, apesar da concentragdo aumentada da
corticosterona, a resposta mitogénica foi normal (CROSS et alii, 1980 e
ROSZMAN et alii, 1985). A diminuico da resposta mitogénica em ratos com
les&o do hipotalamo anterior foi relacionada, posteriormente, ac aumento da
atividade de macrofagos supressores naturais presentes no bago {ROSZMAN et

alii, 1982), sugerindo uma agfo neuromoduladora qualitativa. Cutro efeito




observado apds a lesdo do hipotédlamo anterior e considerado independente da
atividade supressora de macrdfagos foi a diminuico da atividade citotdxica das
células “natural killer” (NK) (CROSS et alii, 1984 ¢ ROSZMAN et alii, 1985). Por
outro lado, ratos com lesdes da amigdala e hipocampo apresentaram um aumento
da resposta proliferativa de esplendcitos e timdcitos em relacdo aos grupos
controles (CROSS et alil, 1982 ¢ ROSZMAN et alii, 1985), reforcando o conceito
de gue a neuroimunomodulacio é a capacidade do sistema nervoso central inibir
ou facilitar a resposta imune.

Um argumento favoravel & mediacdo enddcrina predominante, mas ndo
exclusiva, na modulagdo neuroimune fol o fato da remogée da hipéfise reverter
alguns dos efeitos inibitorios da lesdo do hipotélamo anterior e todos os efeitos
facilitadores das lesbes da amigdaia e hipocampo (CROSS et alii, 1982 e
ROSZMAN et alii, 1985).

BELLUARDO et alii (1987) observaram gue em camundonges, ¢ controle
hipotalamico da imunidade natural seria diferenciade para a atividade das células
NK e a atividade citotéxica natural. Assim, enquanic a lesdc medial do
hipotalamo, incluindo os nucleos ventromedial e dorsomedial, diminuiu a atividade
citotoxica das células NK, as iesGes medial, anterior e posterior do hipotalamo
aumentaram a atividade citotdxica natural. Tais resuitados ndo mostraram
relagdo com as alteragbes induzidas pelas lesbes hipotalamicas na secrecdo de
prolactina e hormbnio de crescimento pela hipdfise e corticosterona pelas
adrenais (BELLUARDO et alii, 1987). Por outro lado, WRONA et alii (1994), ao

lesarem o hipotalamo medial de ratos, ndo encontraram gqualquer influéncia sobre
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a atividade das células NK, o gue foi discutido em termos das especies animais
utilizadas e das diferencas técnicas de cada um dos estudos.

O hipotalamo lateral também parece influenciar na funcdo imune.  Em
ratos, a les8o bilateral desta drea, causou variacbes temporarias da atividade das
células NK, a2 qual apresentou-se diminuida nos segundo e décimo primeiro dias
apos a leséo, mas aumentada no quinto dia (WRONA et alii, 1994).

Os estudos com lesdes hipotal@micas néo se limitaram acs efeitos diretos
sobre a atividade imunoldgica, mas se estenderam 2 profiferac&o de tecidos
neoplasicos.  Assim, apds a lesdo medial do hipotalamo, incluindo os nicleos
ventromedial, dorsomedial e arqueado, foi cbservado o aumento da profiferacéo
celular tanto do tumor ascitico de Yoshida em ratos, como dos tumores asciticos
de Ehrlich e L1210 em camundongos (BINDONI et alii, 1980 ¢ BINDONI et alii,
1981). Embora BINDONI et alii (1986) refiram que a lesdo medial do hipotalamo
iniba permanentemente a atividade citotéxica das células NK, consideraram aue o
aumento da proliferaco das células tumorais em camundongos e ratos lesados
nao foi um efeito exclusivo da resposta imune deficiente, mas também devido a
eliminag&o da acéo inibitdria gue o hipotalamo medial exerce sobre a proiiferacdo
celular.

MORI et alii (1993), apds observarem a reducéo da resposta mitogénica 3
fitohemaglutinina e o aumentoc da velocidade de crescimento de tumores
implantados no tecido subcutdneo de ratos com lesdo bilateral do hipotalamo
anterior, realizaram um estudo mais detalhado da imunidade celular e da memdria

imunoiégica.  Neste estudo encontraram diminuidas a relacgo CD4/CD8 e a




atividade citotdxica das células NK, além da expressao de antigencs do complexo
de histocompatibilidade principal da classe II (MHC II) em ratos lesados,
sugerindc a participagdo do hipotélamo anterior no controle das respostas
imunologicas mediada por células e de memdria (MORI et alii, 1993),

A literatura ainda ¢ escassa em relatos de trabalhos experimentais gue
relacionem a area septal do cérebro & funcBo imunolégica.  As informactes
obtidas até o momento sugerem que ocorra a inibiglo da resposta imune como
sfeilo da lesGo da area septal, todavia, aspecios como a amplitude da 4res
lesada, tempo experimental apds a lesfo e a nalureza do desafio ou ainds, do
parémetro imunoldgico avaliade devem ser considerados. Neste sentido,
PARADA (1991) delectou o comprometimentc da resposta imune humoral de
ratos com les@o ampla da area septal. Este estudo mostrou que a lesdo reduziu
significativamente a produc&o da imunoglobulina G (IgG) e alterou a dinamica de
aparecimento da imunoglobulina M (IgM) apds a inoculacdo dos ratos com
hemacias de carneiro. O emprego da técnica de “piaque forming colony” (PFC)
confirmou os efeitos da les&o septal sobre a IgM, mosirando ainda, que a
produgao desta imunogiobulina poderia estar diminuida em lesbes amplas, extra-
septais, ou até mesmo, estimulada nas lesGes parciais da area septal (dados ndo
publicados de Fernandes, G. A.).

LABEUR et alii (1991) baseados na influéncia das vias colinérgicas
centrais sobre a fungdo imunoldgica, propuseram o estudo da resposta
mitogénica de linfocitos obtidos a partir do bago e timo de ratos com les&@o do

nucleo sepial medial. Assim, encontraram a resposta proliferativa de linfécitos T



(respensivos a concanavalina A, fitchemaglutining e Phytolacce americana)
inibida ate 25 dias apés a lesBo. Todavia, transcorridos 40 dias 8p0s 2 lesdo
septal medial, esies autores observaram um iotal restabelecimento desta funcio.
Em contraste, a proliferacéo de iinfdcitos B (responsivos a lipopolissacarideos de

k. coli) ndo foi afetada pela les@o do nicleo septal medial {LABEUR et glii, 1991).

1.2. A area septal do cérebro

A area septal do cérebro corresponde a uma regido do sisterna limbico
quase totalmente rodeada por liquido cerebroespinal, j& que esta localizada entre
0s ventriculos laterais na porcio dorsal anterior da comissura anterior & ventral do
corpo caloso (COVIAN, 1966). Para esta regido convergem vias aferentes de
diversas origens em direcdo ao sistema limbico. Assim, a area septal recebe
impulsos periféricos de origem sensorial, somética e viscerai, além de impuisos
do cortex cergbral e do prépric sistema limbico, gerando descargas septais que
se propagam para esfruturas subcorticais, como © hipocampo, amigdala e
hipotalamo (JONASON et alii, 1973; NEGORO et alii, 1973 GAGE & OLTON,
1975, NYASKAS & BOHUS, 1979; FELDMAN & COMFORTI, 1980: FELDMAN et
alii, 1982 e BURSTEIN & GIESLER, 1989).

Sendo parte integrante do sistema limbico, a 4rea septal participa da
elaboragao de diversos tipos de comportamentos afetivos e motivacionais,
inclusive aqueles relacionados & homeostasia do sédio e da agua (HARVEY &
HUNT, 1985, NEGRO-VILAR & ANTUNES-RODRIGUES 1985; COVIAN, 1966:

BLASS st 2lii, 1974, GORDON & JOHNSON, 1980; McCANN et alii, 1997 e SAAD



et alil, 1998). A confribuicBo da 4rea septal nas respostas fisioldgicas, como
alteraces da pressdo arterial, ritmo cardiaco e respiratério, & considerada em
termos dos efeitos que exerce sobre o hipotdlame (MOGENSON, 1978). Durante
a desidratacio, a ago septal também se da através do hipotélamo, quando pela
estimulac@o dos nlcleos supradpticos ocorre a liberagds do hormdnio anti-
diurético e conseqlientemente a conservacéo de agua (BRIDGE, 1976).

Em experimentos de autcestimulacio, a drea septal aparece como sendo
de intensa gratificagdo, levando a estados de motivagdo ou tranquilidade
suficientes para que estimulos dolorosos ou nocivos sejam ignorados (COVIAN,
1986).  Por outro lado, a lesfc ampla da édrea septal causa alteragdes no
comportamento do rato, descritas como hiperreatividade, hiperemotividade e
agressividade, que s&o designadas genericamente como “sindrome septal” ou
‘raiva septal” (BLANCHARD et alii, 1979 e ALBERT & CHEW, 1980). Ratos
lesados reagem aos estimulos comuns, presentes na rotina de manutencao de um
biotério, de maneira exagerada e abrupta, saltando para fora da gaiola
descontroladamente ac serem manuseados ou atacando o experimentador e
objetos, como o proprio bebedouro, quande estes sdo movimentados dentro de
seu raioc de acao.

A sindrome septal € entendida, atualmente, como o aumento exageradc
nos comportamentos de defesa e ataque do rato, que podem ocorrer juntos ou
separadamente quando o septo € lesado amplamente ou em suas porgdes lateral

e anterior ventral (BLANCHARD et alii, 1979; ALBERT & BRAYLEY, 1979 e

ALBERT & CHEW, 1980). As alteragdes de comportamento se iniciam {0 logo o




raioc se recupere da anestesia e tendem a diminuir com o tempo, sendo que a
recuperacéo é facilitada pela habituacéo prévia dos animais 3 manipulacéo,
estabelecimento de uma roting rigida ou mesmo pelo uso de algumas drogas
(BLANCHARD et alii, 1978; ALBERT & CHEW, 1980 e POPLAWSKY &

ISAACSON, 1980).

1.3. A area septal do cérebro e a resposta adrenocortical

As primeiras evidéncias sugerinde a participacic da drea septal nos
mecanismos que modulam a atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e
consequentemente a liberagdo da corticosterona sdo do inicio da década de
setenta. Em uma série de experimentos Seggie & colaboradores observaram que
ratos com les&o da area septal apresentavam hipertrofia das adrenais apos serem
submetidos a testes de comportamenic e ainda, que o comportamentc
hiperreativo de ratos lesados variava ac longo do diz tal gquai a resposta
adrenocortical de ratos normais (SEGGIE & BRONW, 1971; SEGGIE et alii,
1974a e SEGGIE et alii, 1974b).

Naguela ocasi@o, os resultados obtidos em experimentos envolvendo a
area septal ou outras estruturas relacionadas a integracéc septo-hipotalamo,
causavam divergéncias sobre como a drea septal poderia influenciar na funcao
adrenal. Foi observado que a leséo do fornix modificava a fiutuacao diumna da
corticosterona, igualando os periodos de baixa e alta concentracéo plasmatics
(MOBERG et alil, 1671). Além disso, também foi verificado que este efeito era

temiporério, com o0s periodos de baixa e alia concentracdo da corticosterona




plasmatica se restabelecendo apds trés semanas (LENGVARI & HALASZ, 1973).
Ja em outro estudo, com ratos também lesados no fornix e na drea septal, ndo
houve mudancas na flutuacio diurna da corticosterona (WILSON & CRITCHLOW,
1874).

SEGGIE & BRONW (1971) ao avaliarem a flutuacc basal da
corticosterona no plasma de ratos com lesfo septal, obtiveram uma concentracio
cince vezes maior nos ratos lesados que nos controles, durante o periodo de
baixa concentracdo. Visto que ratos normais respondem com maior intensidade
a estimulos estressantes justamente no periodo de menor concentracdo de
corticosterona (ADER & FRIEDMAN 1988), foi sugerido que em ratos septais esta
resposta estaria exacerbada (SEGGIE & BRONW, 1971).

Alguns trabalhos mostraram que as proprias condicdes de alojamento
poderiam influenciar na fungdo adrenocortical de ratos normais. Neste sentido,
variagfes na flutuaclo diuma da corticosterona, observadas em ratos com leséo
septal, poderiam ser efeifc da resposta exagerada a estimulos ambientais
diversos ocorridos casualmente e néo necessariamente da influéncia da area
septal sobre o ritimo circadiano da corticosterona (PLAUT & GROTA, 1971).

Tal hipétese, testada por SEGGIE et alii (1974a), mostrou, por fim, que
ratos com lesdo da area septal, quando mantidos em ambiente rigorosamenie
controlado, apresentaram a flutuacdc circadiana basal da corticosterona idéntica
a de ratos intactos ou cirurgia-simulada. Todavia, frente a estimulos ambientais,
a resposta adrenocortical de ratos com les&o septal seria mais intensa que a de

ratos normais, principaimente no periodc de menor concentracdo de




corticosterona (SEGGIE et alii 19742 ¢ SEGGIE et alii, 1974b).  Portanto, a
relagdo funcional entre a drea septal e o hipotdiamo nfo envolveria o controle do
ritmo circadiano da corticosterona, mas sim a modulacdo do limiar de gtivacdo e a
magnitude da atividade do eixo hipofise-adrenal (SEGGIE et alii, 1974a SEGGIE
et alii, 1974b e UHLIR et alli, 1974). Outrossim, em relacdo a sindrome septal, as
alteracbes enddcrinas de ratos lesados parecem ser antes uma conseguéncia, do
que a causa do comportamento hiperreativo (BROWN et alii, 1974).

A aggo septal na modulacdc da funcdo adrenocortical ainda deve ser
considerada em relacoc as  subdivisbes da  drea septal. impuisos
somatossensoriais que geram a liberagéo de corticosterona, como por exemplo a
estimulacdo do nerve cidtico, chegam ao hipotdlamo anterior retransmitidos pelo
nucleo septal medial, apds seguirem um circuito neural gue envolve o hipocampo
ventral, fimbria, fornix pré-comissural e o nucieo septal iateral (FELDMAN &
CONFORTI, 1980). Assim, se a les@io do nlcles septal medial reduziu a
liberacdo de corticosterona, induz%da pela estimulacdo do nervo cidtico de ratos
anestesiados, a estimulacdo elétrica do niclec septal medial causou o aumento
da corticosterona (FELDMAN & CONFORTI, 1880 e FELDMAN et alii, 1982).

DUNN (1987) estudou quais subdivisbes da &rea septal afetariam de
maneira diferente a funglc adrenocortical. Neste caso, a estimulacao elétrica
dos nucleos septais lateral dorsal e lateral ventral de ratos anestesiados,
aumentou a concentragdo de corticosterona no plasma, enquanto a estimulacaoc
do nlcleo septal medial a diminuiu (DUNN, 1987). Os motivos para a

divergéncia em relacdo aos resultados de FELDMAN et alii (1982) nao foram
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determinados, tendo sido discutidos segundo as particularidades de cada um dos
protocolos experimentais e pelo fato da estimulacio eiétrica da banda diagonal de
Broca, localizada imediatamente abaixo do nlclec septal medial, também ter
induzido o aumentc da corticosterona no plasma (DUNN, 1987) esles
resultades mostraram que, assim como o hipocampo e o complexe amigdaldide, a
érea septal € oulra estrutura limbica que serve como um agregado de nucleos
subservindo fungbes distintas (DUNN & WHITENER, 1988), devendo ser

considerada, pelo menos, nos seus componentes medial e lateral.

1.4. O tumor de Walker 256 como desafio imunolégico

O modelo experimental que utiliza o tumor de Walker 256 em ratos de
laboratoric € amplamente utilizado em estudos da fisiopatologia do cancer (TOAL
et alii, 1961, MORRISON, 1971; GUAITANI et alii, 1982 e TAYEK & BRASFL,
1990).

Neste modelo experimental, assim como ccorre em humanos (Easrtern
Cooperative Oncology Group, 1980; RUSTGI, 1987, GRAF et alii, 1981 e
PASQUALETTI! et alii, 1991), o cancer usuaimente cresce por um periodo de
tempo muito variavel sem que qualguer alterag@o fisiclégica seja notada no
hospedeirc. Porém, uma vez que os primeiros sinais de distirbios homeostaticos
aparecam no hospedeiro, a evolugéo clinica da doenga ocorre rapidamente. A
descontinuidade na evolugdo da doenga e, conseqlentemente, a variabilidade
individual caracteristica do caéncer sac decorrentes de fatores desconhecidos,

embora, freqlientemente, sejam relacionados as alteracdes genéticas associadas
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ac desenvolvimenio tumoral, a disseminacdo metastdtica e & faléncia dos
mecanismos de protegc do hospedeiro, sejam aqueles responsaveis pela
manutencao da homeostasia como o propric sistema imunoldgico.

No modelo experimental de Walkesr 258, apés uma incculacio subcutanea
de células tumorais tomadas a partir de uma mesma suspensdo & administradas
em um grupo hémagé&ee de ratos, observa-se uma grande variabilidade no
tempo para gue os hospedeiros manifestem os efeitos sist®micos induzidos pelo
tumor. Como conseqiéncia, 2 evolucio clinica de ratos portadores do tumor de
Walker 256 da linhagem A (Walker 256 A) ocorre de modo néo linear, ou seja,
com um periodo inicial de duragZo varidvel, designado como sub-clinico {sCP), no
qual o tumor cresce aparentemente sem causar qualquer distirbio fisiolégico no
hospedeiro, passando subitamente para um periodo, designado como clinico
(CP), quando ocorrem répidas e severas aiteragdes homeostéticas que levam o
hospedeiro a morte (RETTORI et alii, 1995).

Os disturbios homeostéticos usuaimente associados ao cancer se
manifestam como alteracdes na ingestio de alimento e agua, no controle
hidrossalino, nas fungbes neurovegetativas, imunoldgicas e outras (BAILLIE et
alii, 1965; TACAKS, 1974; BLACKBURN et alii, 1977, GARATTINI et alii 1980 e
SCOTT, 1991). Em ratos portadores do tumor de Walker 256 A o inicio do CP &
identificado pela anorexia, cuja progressao, iniciaimente lenta, é paradoxalmente
acompanhada pelo ganho de peso corporeo causado pela retencdc de sédio e
agua (RETTORI et alii, 1895).

RETTORI et alii (1995) observaram que apesar da variabilidade na
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duragao do sCP, o inicio do CP estaria associado 2 disseminacio metastética em
ratos portadores de uma inoculacdo subcutanea do tumor de Walker 258 A, Tal
hipdtese foi avaliada ac se reproduzir a disseminacBo metastética do tumor,
administrando-se  simultaneamente multiplas  inoculagbes subcutneas com
células de Walker 256 A.  Como resultade, a duracio e a variabilidade do sCP
diminuiram, os efeitos sistémicos foram sincronizados e antecipados, passando a
ocorrer com reduzida massa tumoral toial e na auséncia de metastases
{RETTORI &t alii, 1985).

A capacidade do crescimento multifocal do tumor de Walker 256 induzir os
efeitos sistémicos também foi verificada ao se administrar miitipias inoculacbes
subcutaneas da subpopulac@o Ar desse tumor. A subpepulacdo Ar do tumor de
Walker 256 (Walker 256 Ar) foi obtida a partir do tumor de Walker 256 A pelo Dr.
Rettori, quando, para a manutencdo da linhagem tumoral crescendo sob a forma
ascitica, realizou sucessivas passagens de células tumorais através da
inoculacéo na cavidade peritoneal do rato. O tumor de Walker 2586 Ar mostra-se
menos agressivo quanto a capacidade de induzir os efeitos sistdmicos tumorais e
apresenta um elevado indice de regressGes espontaneas guandc uma Unica
inoculagac subcutanea por rato é utilizada (GUIMARAES et alii, 1995).

Os resultados obtidos com as muitiplas inoculagdes do tumor de Walker
256 foram interpretados em termos das possiveis interacdes entre fatores
desconhecidos de origem tumoral (mediadores humorais) e os mecanismos de
protecido do hospedeiro (sistema imune, homeostasia) e, assim, o aumenio no

nuamero de células tumorais proliferantes proporcionado pelo crescimento
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multifocal, levaria a um desequilibrio, com a antecipacdo dos sfeitos sistémicos e
morte do hospedeiro (RETTORI et alii, 1995).

O sistema imunolégico apareceria como um dos mecanismos com grande
importancia na preservacdo da homeostasia do hospedsiro e consegueniements
na prevencao dos efeitos sistémicos induzidos pelo tumor.  Rettori & Vieira-Matos
mostraram que ratos com o sistema imune suprimide por irradiacéo, quando
inoculados com o tumor de Walker 2568, manifestaram os efeitos sistémicos ainda
mais rapidamente (em 1 ou 2 dias) indo a ébito em apenas 4 a 6 dias, quando a
massa tumoral total ainda era muitc pequena (comunicacio pessoal).

Através do modelo experimental que utiliza multipias inoculacbes sc com
células tumorais de Walker 256 foi possivel por exempio, se estudar o
comprometimentc da excregcBo hidrossalina, um dos efeitos sistdmicos
freqUentemente associados ao desenvolvimento de tumores (TACAKS, 1974 e
BLACKBURN et alii, 1977). Assim, através da inoculacdo multifocal, os
resultados oblidos nestes estudos sugeriram a agfio de mediadores humorais e,
ainda, indicaram que a retencdo de sddio induzida pelo tumor de Walker 256
seria consequéncia de um efeito tubular renal primario (RETTORI et alii, 1996),
antes que um efeitc secundario, causade por uma hiperfunc@o adrenal ou
seqlestro de sal pelo tumor em crescimento (TOAL et alii 1981 e MORRISON,
1968).

Ja foram mencionados anteriormente relatos da literatura sobre a utilizacao
de linhagens tumorais de ratos e camundongos em animais com lesdes

hipotaiamicas (BINDONE et alii, 1980; BINDONE et alii, 19868 e MOR! et alii,
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1993). Nestes modelos experimentais os efeitos das lesdes hipotalamicas foram
estudados em relagZo a resposta imune e a proliferacdo das células tumorais.
Com relacdo ao tumor de Walker 256, a possibilidade do sistema imune
influenciar na manifestacdo dos efeitos sistémicos induzidos pelo tumor, como foi
demonstrado em ratos irradiados, tormam esse modelo atraente para estudos de
neurcimunomodulacdo. Neste sentido, variacdes no tempo para manifestacdo ou
na intensidade dos efeitos sistdémicos tumorais, em ratos com lesdes limbico-
hipotaiamicas  especificas, poderiam ser uma indicacdo indireta do
comprometimento da funcao imune.

OUs mecanismos imunoclégicos mobilizados durante a instalacio e o
crescimento do tumor de Walker 256 sdo pouco conhecidos, apesar de alguns
trabalhos mostrarem o desenvolvimenio de certa resisténcia ou mesmo,
imunizac@o ao tumor por ratos que foram submetidos a um contato imunogénico
prévio (BUINAUSKAS et alii, 1966, PEREIRA & GUSTALE, 1992 & GUIMARAES
et alii, 1995). Todavia, as tentativas de se demonstrar 2 presenca de anticorpos
circulantes contra o tumor de Walker 256 ndo foram conclusivas, conferindo &
imunidade humoral um papel secundério (DINH & BRASSARD, 1967; MEYERS,
1975, MOTA & RESKALLAH-IWASSO, 1981 e GUIMARAES et alii, 1995).

Considera-se que a resposta imune celular mediada pelos linfécitos T
especificos, seja de fundamental importancia frente ac desafic imunsldgico contra
as neoplasias (HEBERMAN, 1992 e GARZETTI et alii, 1992). Tal hipdtese
baseou-se no fato dos linfécitos T mobilizarem a resposta imunoldgica

responsavel pela rejeicdo de tecidos transplaniados e a destruicdo de células
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alieradas pela presenca de patdgenos, incluindo as neoplasias associadas a virus
(BEVERLEY, 1890 e TZYY-CHOOU WU, 1994). Foi demonstrado ainda, que a
transferéncia de anticorpos obtidos a partir de camundongos que se tornaram
imunes a determinados tipos de tumores experimentais, ndo conferiu imunidade
acs camundongos receptores, enquanto a transferéneia das células T induziu a
rejeicio tumoral nos receptores (BEVERLEY, 1990; KLEIN, 1995 ¢ HEBERMAN,
1992).

Fol sugerido gue, assim como ocorreria durante a resposta imune celular
em sistemnas néo tumeorais, frente ao desafic tumoral os linfécitos T CD4"
responderiam proliferando e secretando vérias citocinas, as quais, entre outras
fungbes, ativariam um dos principais mecanismos efetores contra tumores, ou
seja, a citotoxicidade mediada pelos linfocitos T CD8" (HEBERMAN, 1992).
Assim, durante a rejeicdo de tumores, os linfocitos T CD4* sdo requeridos
principaimente durante a fase inicial do processo, enguanto, as células T CD8*
atuam durante toda a rejeicho tumoral e, embora as células T CD4" sejam
importantes para induzir a atividade citotéxica especifica as células T CD8", 2
transferéncia de células T CD8" competentes freqiientemente induz imunidade
aos individuos receptores (MELIEF, 1992).

Muitos esforgos tém sido feitos no sentido de se compreender melhor o
papel dos linfécitos T, subtipos CD4" ¢ CD8’, no reconhecimento de antigenos
tumorais, no controle do crescimento ou mesmo, na promocdo da regressao de
tumores (HEIKE et alii, 1996; SPEISER et alii, 1997, VIERBBOOM et alii, 1997;

SHRIKANT & MESCHER, 1999 e FARRAR et alii, 1999).
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Atualmente, atribui-se aos linfécitos T CD4" um papel central na ativacdo
dos mecanismos efetores de gque o sistema imune dispBe para combater os
tumores (TOPOLIAN, 1984, PARDOLL & TOPALIAN, 1998 e STAVELEY-
OCARROLL st ali 1898) Evidéncias recentes indicam que a atividade
“auxiiadora” dos linfocitos T CD4” depende da interacdo destas células com as
celulas apresentadoras de antigenos (APCs), o que & fundamental para a
apresentacéo dos antigenos tumorais aos linfocitos T CD8” e, consegquentemente,
para a inducdo da atividade citotdxica destas células (linfécitos T CD8” citotéxicos
ou CTLs) (PARDOLL & TOPALIAN, 1998). Além disso, independentemente dos
linfécitos T CD8', os linfécitos T CD4™ ativariam outros mecanismos efelores,
induzindo a produgdo de dxido nitrico e &nion superdxido pelos macrofagos e
promovendo a degranulacdo de eosindfilos no local do tumor (PARDCLL &
TOPALIAN, 1998). Portanto, a guaniificacdo dos linfocitos T no sangue ou em
orgéos linféides, bem como a determinagéo da relacdo entre o numero de células
de cada um dos subtipos (relagéo CD4"/CD8") sdo parametros importantes para a
avaliacdo da agfo coordenada destas células duranie a atividade imune celular
associada go desenvolvimento de neoplasias (MELIEF, 1992). Mediante a
avaliagcdo destes parémetros, CASTELLO et alii (19886) associaram a diminuicéo
no numero de linfécitos T CD4", T CD8” e da relago CD4'/CD8" as lesdes iniciais
do carcinoma cervical humano, enquanto MANARA et alii (1998) encontraram um
numero significativamente maior de linfécitos T CD4" e T CD8" em pacientes que
responderam melhor ao tratamento quimioterapico, com a diminuicdo do tamanho

do tumor cervical.
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2. OBJETWO

Foi proposta deste estudo investigar a participacdo da area septal do
cérebro na modulagdo da resposia de linfécitos T durante o desenvolvimento
subcutanec do tumor de Walker 256, A possibilidade de ccorrer mediacdo
neuroendocrina na modulagdo da resposta imunolbgica (via atividade eixo
hipotalame-hipofise-adrenal) fol verificada pela dosagem de corticosterona sérica.
Também foi objetivo deste trabalho investigar a infludncia da lesdo septal sobre
os efeitos sistémicos induzidos pelo tumor de Walker 256, visto a possibilidade de
variacbes de parametros fisioldgicos afetados durante o desenvolvimento tumoral

servirem como uma indicagéo indireta de alteracbes do sistema imunolégico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Em todos os experimentos realizados foram utilizados ratos albincs da
linhagem Wistar formecidos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP.  Estes
animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Fisiologia Clinica do Nacleo
de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCEFCM/UNICAMP) em gaicias
coletivas, recebendo alimento e dgua & voniade até a ocasi@o da cirurgia para
les&o da area septal do cérebro, realizada na oitava semana de vida. Apds o alo
cirdrgico os ratos passaram a ser mantidos em gaiclas individuais e denitro das

condigbes experimentais, conforme descrito a seguir.

3.2. Procedimento cirdrgico para lesdo da drea septal

Tanto a simulacdo cirdrgica quanto a les@o ampla da area septal do
cérebro foram realizadas mediante anestesia do rato com éter etilico. Apds a
anestesia e tricoiomia da regifo cirdrgica, o rato foi posicionade no aparelho de
estereotaxia para peguenocs animais do tipe Kriegh-Johnson. Com bisturi, fez-se
uma incisfo longitudinal na pele e tecido subcutaneo, afastando-se o peridsteo
lateraimente. Com auxilio de esferas de aigodaoc embebidas em agua oxigenada
limpou-se a calota craniana, tornando evidente as suturas coronal e sagital, bem
como o ponto de cruzamenic entre elas, o bregma. Baseado no Atlas de
PAXINOS & WATSON (19886) foram tomadas, a partir do bregma, as coordenadas

para perfuracgoe de dois orificios na calota craniana, utilizando-se para isso as
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escalas milimétricas do aparelho esterectaxico. As perfuractes, feitas com broca
esférica de aco, foram localizadas a partir do bregma a 1 mm de distancia no
sentido anterior & lateralmente a 1 mm tanto 2 direita como a esquerda.  Através
de cada um dos orificios foi introduzida uma canula com 1mm de didmetro fixada
ac apareiho estereotaxico, que permitiu direciond-la para a regido desejada.
Utilizando-se uma inclinacgo anterc-posterior de 15° e lateral de 5°, ora a direita
ora a esquerda, a canula foi infroduzida até uma profundidade de 7 mm em
relacio a calota craniana (Figura 1).

Apds seu posicionamento a canula fol coneciada a uma bomba de vacuoe e
uma pressac negativa de 10 mm de Hg foi aplicada durante 10 segundos. Para
completa leséo da drea septal a profundidade da canula foi modificada através de
movimentos répidos com amplitude de aproximadamente 1 mm durante o periodo
de aspiragdc. Apods esie procedimento, a pele foi suiurada e tratada com
antisseptico. Os animais submetidos a simuiacdo cirurgica passaram pelc

mesmo procedimento exceto pela aspiracao.

3.3. Avaliacdo da drea jesada

O controle das lesGes foi realizado ao término dos experimentos, por
ocasido da morte dos animais lesados, quandc os cérebros foram removidos e
congelados para posteriormente serem cortados em histocribtomo. Os cories
foram realizados no plano coronal com espessura de 20 a 30 um & corados com

azul de toluidina. A extensdo dz lesdo foi avaliada pela cbservacdo desses
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Figura 1. Aparelho estereotaxico e esquema do posicionamentio da canula em relacdo ao
rato para aspiracdo da area septal do cérebro.
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cortes em lupa esiereoscopica, projetando-se a imagem da les&o sobre esquemas
de planos coronais retirados do atias de PAXINOS & WATISON (1988), segundo
0s niveis de cbservacdo, gue variaram de -0,80 mm a 1,60 mm em relacio ao

bregma .

3.4. Tumor de Waike{ 256, Ae Ar

As células tumorais de Walker 256 A & a subpopulacéo Ar crescem como
células asciticas guando inoculadas na cavidade peritonsal (via intraperitoneal,
ip) de ratos, sendo faciimenie mantidas através de passagens sucessivas enire
individuos. Estas celulas ainda podem ser estocadas congeladas em nitrogénio
liguido quando misturadas a glicerina (5:1, v/v) para posterior utilizacdo. Para a
reativag@o das células tumorais congeladas, todo o contelde de um frasco {1
mL), descongelado a temperatura ambiente, deve ser inoculado na cavidade
peritoneal de um rato. A proliferac@o das células tumorais, que no inicio desse
processo é mais lenta, exige pelo menos 4 passagens sucessivas entre os rafos
hospedeiros para expressar o maximo da atividade proliferativa na cavidade
peritoneal, quando as células tumorais passam a se duplicar a intervalos de 14 a
16 horas.

Neste trabalho, as suspensdes de células tumorais de Walker 256 A ou Ar
foram obtidas retirando-se liquido ascitico da cavidade peritoneal de ratos
{(doadores} utilizados para a manutencéo dessas células tumorais. Apds retirado,
o liguido ascitico foi prontamente diluido em aproximadamente trés vezes o seu

proprio volume com solugcdo Ringer-lactato. Tal diluicdo previa previniu a
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formagao de coagulos, mantendo a suspensdo mais nomogénea. O nGmerc e a
viabilidade das células tumorais foram determinados através de contagem em
hemocitdbmetro empregando-se solucio 0,01% de azul tripan ¢ a concentracso de
trabalho definitiva, igual a 16x10° células/mL, foi preparada diluindo-se a

suspensao de celulas tumorais em solugdo Ringer-lactato.

3.5. Administragdo das células tumorais

As células tumorais, A ou Ar de Walker 256, foram administradas através
de uma ou multiplas inoculacdes simultaneas de 0,25mL da suspensio de células
descrita acima (4x10° células por sitio de inoculacio) no tecido subcuténeo do
dorso dos ratos (via subcutanea, sc).

A subpopulacdo de células tumorais & o numero de inoculacbes usadas
estdo descritos a seguir no delineamento de cada experimento. A figura 2, no
final deste capitulo, resume esquematicamente as principais diferencas e

procedimentos adotados nestes experimentos.

3.6. Estudo da fisiopatologia e padronizacdo do numero de inoculagbes do tumor

de Walker 256 em ratos com lesdo da érea septal

3.6.1. CondicOes experimentais
Os primeiros experimentos realizados visaram o estudo da fisiopatologia do
tumor de Walker 256 em ratos com leséo septal, e ainda, através de alguns

grupos experimentais pilotos, a padronizacdo do numero de nocutacbes com




celulas tumorais a serem usadas posteriormente no estudo da imunologia celular
dos ratos lesados.  Assim, iais experimentos foram realizados no Laboratério de
Pesquisas Biogquimicas do Centro de AftencBo Integral 2 Satde da Mulher
{CAISM/UNICAMP) onde, apbs o ato cirdrgico, os animais foram mantidos em
gaicias metabdlicas, alojados em ambiente com temperatura controlads em 22 + 1
°C, fotoperiodo de 12 horas (iluminacdo das 6:00 as 18:00 horas), recebendo
racdc para ratos Labina/Purina moida e dgua & vontade. Nestas condicdes,
seguiu-se um periodo de 25 a 30 dias antes da inoculacdo das células tumorais,
para recuperacéo pis-cirtrgica e habituacdio dos ratos 2 rotina experimental, que
de outra forma poderia ser esiressante para os ratos lesados (PAPLOWSKY &

ISAACSON, 1890).

3.6.2. Protocole experimental: oitc inoculagbes sc com tumor de Walker 256 A

Neste experimento 39 ratos foram distribuidos em guatro grupos, sendo
gue, aqueles tratados com células tumorais, receberam oito inoculacbes sc
simultaneas do tumor de Walker 256 A, como segue: grupo SW8, com 7 raios
cirurgia-simulada portadores de tumores; grupo LWS8, com 15 ratos lesados
portadores de tumores; grupo SRA, com 7 ratos cirurgia-simulada, sem tumor,
submetidos a restricdo alimentar; grupo LRA, 10 ratos lesados, sem tumor,
submentidos a restri¢do alimentar.

A restricdo da alimentacdo baseou-se no fornecimento de alimento aos
grupos SRA e LRA, segundo a média didria de alimento ingerido pelos ratos dos

grupos SW8 e LW8 durante o periodo de hipofagia induzida pelo tumor.
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3.6.3. Protocolo experimental: urna e quatro inoculacbes sc com fumor de Walker
258 Ar

Este experimento foi realizado com cardter exploratério para se avaliar 2
evoluglo clinica de ratos lesados quando submetidos a2 uma condicas de menor
agressividade no que se refere & capacidade do tumor induzir os efeitos
sistémicos. Tal condig&o foi proporcionada pela inoculacio sc da subpopulacdo
Ar do tumor de Walker 258 em guatro grupos experimentais, como SeguUe. grupo
SW1, com & ratos cirurgia-simuiada que receberam uma inoculacae de células
tumorais; grupo LW1, com 4 ratos lesados que receberam uma inoculacio de
células tumorais; grupo SW4, com 3 ratos cirurgia-simulada gue receberam quatro
inoculacOes de células tumorais; grupo LW4, com 4 ratos lesados gue receberam

quatro inoculacdes de células tumorais.

3.6.4. Parémetros fisiolbgicos avaliados e célculo do balango fracional de sédio

Os ratos foram avaliados diariamente quanto ao peso corpéreo, consumo
de alimento e volume de urina produzida. Também foram determinadas a
osmolalidade da urina, através da variacdo do ponto de congelamento e s
concentracao de sédio na urina pela fotometria de chama.

O balango fracional de soédio foi calculado segundo a equacac

{Na'in - Na'ex) x 100
Na'in




onde Na'in é a ingestio de alimento (g/dia) x o contetido de sédio na racan
(mEalg) e Na'ex & o volume de urina {mb/dia) x a concentracdo de sddic

(mEa/mL) determinada pela fotometria de chama.

3 6.5 Sincronizacéo dos dados

Apesar da inoculacio sc multifocal do tumor de Walker 256 proporcionar a
sincronizag@o dos efeitos sistémicos tumorais, alguma variacdc temporal na
evolugao clinica, enire os individuos portadores de tumoras de um mesmo grupo,
ainda pode persislir. 1880 ccorre em conseqgliéncia dos efeitos sisiémicos ndo se
niciarem exatamenie no mesmo dia e evoluirem muitc rapidamente dividindo o
periodo clinico em duas fases, uma moderada e outra grave, com duracdo
variavel. Com tal variacdo, o calculo simples das médias a partir de dados
tomados diariamente, poderia ocultar informaces importantes, visto gue animais
de um mesmo grupo poderiam se encontrar em diferentes momentos do
desenvolvimento tumoral.

Portanto, para analise conjunta de dados de um grupo experimental
RETTORI et alii (1995) propuseram um método para calculo de “‘médias
sincronizadas’, semelhante aquele utilizado em estudos do potencial de acdo de
nervos ou em registros eletrocardiograficos.

A aplicac@o deste método na analise dos parametros fisiolagicos de ratos
portadores de tumores, depende inicialmente da identificacdo de pontos de
sincronizacao. Neste ftrabalho quatro pontos de sincronizacdo foram

estabelecidos, como segue: 1. o dia da inoculagdo das células tumorais (dia 0);
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2. o ultimo dia livre dos efeitos sistémicos, definido principalmente pelo inicio da
anorexia; 3. o Uitimo dia com efeitos sistémicos moderados, marcado pelo
agravamento da anorexia e dos distdrbios hidrossalinos: 4. o Ultimo dia de vida.
Apbs estabelecidos, tais pontos de sincronizacao definiram os limites entre
os periodos sub-clinico e cilnicos, possibilitande o calculo da duracdo medias
desses periodos, bem como das médias didrias dos paramentros fisiolcgicos

avaliados através de um programa de computacio desenvolvido no Servico de

Processamenio de Dados do CAISM.

3.6.6. Autdpsias
Com a morte natural foram realizadas as autdpsias dos ratos portadores de

tumores para identificacdo de possiveis metastases e pesagem de toda massa

tumoral formada.

3.7. Freqiéncia de linfocitos T CD4 e CD8" em rafos com jeséo septal

3.7.1. CondigBes experimentais

Apos a les&o cirurgica da area septal, os ratos foram mantidos em gaioias
individuais, no biotério do Laboratério de Fisiclogia Clinica no Ntcles de Medicina
e Cirurgia Experimental (NMCE/FCM/UNICAMP). Aléem das condicbes de
temperatura de 25 +1 °C, fotoperiodo de 12 horas {iluminacéo das 6:00 as 18:00
horas) e fornecimento de alimento (racio Purina) e agua 2 vontade, foram

tomados cuidados especiais guanto aos horérios e circulacido de pessoas no
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bictério para que se estabelecesse uma rotina rigorosa.  Todos os procedimentos
de tratamento e coleta de dados foram realizados diariamente no periodo das
7:30 as 9:00 horas pela mesma pessoa. Nestas condigbes, seguiu-se um

periodo de 25 a 30 dias antes da inoculacéo das células tumorais.

3.7.2. Protocolo experirental

Neste experimento 51 ratos foram distribuidos em quatro grupos, sendo
que, aqueles tratados com células tumorais, receberam uma Unica inoculacdo sc
da subpopuiacdo Ar do tumor de Walker 256, como segue: grupo SW. 13 ratos
cirurgia-simulada e portadores de tumor;, grupo LW, 14 ratos com lesdio septal e
portadores de tumor; grupo 8, 12 ratos cirurgia-simulada (sem tumor); grupo L,

12 ratos com lesé&o septal (sem tumor).

3.7.3. Expernimento com rafos adrenalectomizados

Apos concluidos os grupos 8, L, SW e LW, um experimento com ratos
adrenalectomizados foi proposto para se verificar a influéneia da corticosterona
na resposta de linfécitos T e no crescimento tumaoral,

Este experimento foi realizado no biotéric do Laboratério de Pesquisas
Bioquimicas (CAISM/UNICAMP), onde 11 ratos controles (grupo CW) e 16 ratos
adrenalectomizados cirurgicamente (grupo AW) foram mantidos sob condicbes de
temperatura controlada em 22 +1 °C, fotoperiodo de 12 horas (iluminacic das
8:00 as 1800 horas), recebendo ragfic para ratos Labina/Purina e édgua 2

vontade, exceto os ratos adrenalectomizados que receberam solucdo salina 1%.
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Porém, ao coniraric do experimento anterior com ratos iesados, nenhum
procedimento especial foi adotado para se evitar estimuios nocivos gue levassem
ao aumenic da atividade do eixo  hipotdlamo-hipéfise-adrenal e,
consequentemente, ac aumento da liberacio de corticosterona.  Apds cinco dias
da adrenalectomia todos os ratos receberam uma Unica inoculacio sc das células

fumorais de Walker 258 Ar.

3.7.4. Paramentros avaliados durante o crescimento dos tumores

Os ratos foram avaliados diariamente quanto ao peso corporeo, dimensdes
e grau de aderéneia dos tumores & rusculatura dorsal dos hospedeiros. O
digmetro percutaneo dos tumores, obtido diariamente pelo calculo da média entre
a maicr dimenséao do tumor e sua medida transversal, possibilitou a estimativa do
peso tumoral, dada por uma curva empirica que relaciona dimensdo do tumor
(mm) ac seu peso (g) (Anexo 1). Possiveis corregdes nas curvas de crescimento
foram realizadas apds as autdpsias, quando os tumores foram dissecados e
pesados. Tais procedimentos permitiram diferenciar tumores instalados, em
franco crescimento, daqueles gque apds alguns dias de crescimento passaram a
regredir.

O peso medio dos tumores foi calculado para os ratos de um mesmo grupo
experimental, porém, separando-se aqueles que apresentaram tumocres
crescendo continuamente dagueles com regressac tumoral. As médias foram
obtidas através do célculo de médias sincronizadas dos dados obtidos

diariamente. Para isso, foram estabelecidos os seguintes pontos de
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sincronizac&o: 1. o dia da inoculacéo das células tumorais: 2. o primeiro dia da
deteccéo do tumor pela palpacéo; 3. o dia em que o tumor atingiu o pesc de 1g;

4. o dia que o tumor passou a regredir; 5. o itimo dia de vida.

3.7.5. Coleta do sangue e bago

Definida a situagéo do crescimento ou da regressao dos tumores {a partir
do décimo quarto dia apds a inoculagdo sc do tumor) os ratos passaram a ser
sacrificados.  Assim, sempre ao redor das 8:00 horas, cada rato por sua vez, foi
retiradc do biotério, levado ao iaboratério, anestssiado com éter satilico para
coleta de sangue, através de puncéo cardiaca e remogdo cirdrgica do baco.
Para se prevenir a elevagdo da corticosterona causada pela mudanca de
ambiente, anestesia com éter e o propric manuseio dos ratos, todo o
procedimento (desde a retirada do animal do biotério até o término da coleta de
sangue) foi realizado em no maximo 90 segundos.

Apds este procedimento, seguiu-se a autdpsia dos animais experimentais,
quando foram removidos e pesados o timo, ¢ bago, as adrenais e toda massa
tumoral. Os valores foram indicados como peso relativo do 6rgao {peso do 6rgéo

(g} X 100 / peso corpbrec (g)). Possiveis metastases em linfonodos foram

verificadas nesta ocasido.
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3.7.6. Determinagdo das subpopulactes de iinfécitos T no baco
As subpopulagdes de linfécitos T, CD4” e CD8”, presentes no baco foram
determinadas pela técnica de imuncfluorescéneia indireta, segundo descrito por

5HU e colaboradores (1883).

3.7.6.1. Preparacdo do tecido

Apods a remogao do bago, o 6rgdo inteiro foi homogeneizado pressionando-
o atraves de uma peneira de aco inoxidével com um émbolo de seringa. O fecido
homogeneizado foi recolhido em uma placa de Petri mantida sobre gelo moido,
contendo meio RPMI-1840 (Sigma Chemical Co., St Louis, MQ). A suspensdo
celular foi transferida para um tubo de ensaio contende 10 mL de meic RPMI-
1640 gelado e centrifugada a 150 x g por 10 minutos a 4 °C {centrifuga Beckman
J2-21, rotor JS7.5).

O sobrenadante foi descartado vertendo-se o tubo de ensaic e o
precipitado celular foi ressuspenso em 10 mL de solugdo de lise {(NH,CI 0,144 M,
Tris 0,017 M, pH 7,4). Para uma lise satisfatdria das hemacias esta suspensao
foi mantida por 12 a 15 minutos em banho de gelo. Apos este periodo, =z
suspensao celular foi centrifugada a 150 x g por 10 minutos a4 °C e o precipitado
de espiendcitos obtido foi lavade 2 vezes com com meic RPMi-1640 a 150 x g por
10 minutos a 4 °C. Apés a ultima centrifugacdo os esplendcitos foram
ressuspensos em 1 a 2 mbL de meioc RPMI-1640 e o ndmero e a viabilidade das
células foi determinado em hemocitdmetro, através da exclusdo do corante de

azul tripam.
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3.7.6.2. Contagem das subpopulacbes de linfocitos T

Conhecidos o nimero ¢ a viabilidade das células na suspensdc de
esplendcitos, 2 x 10° células foram transferidas para microtubos (eppendorf 1.5
mL} e lavadas com meioc RPMI-1640 a 150 x g por 10 minutos a 4 °C (centrifuga
Beckman J2-21, rotor J§7.5 com adaptador para microtubos).

As células espiénicas foram ressuspensas suavemente em 50 ul do
anticorpo monoclonal para linfocitos T CD4" (mouse anti-rat CD4 IgG, Serotac-
MCAS5G) diluido 1:35 em meio RPMI-1640, cu em 50 ul do anticorpo monoclonal
para linfoécitos T CD8" (mouse anti-rat CD8 IgG, Serotec-MCA48G) diluido 1:50
em meic RPMI-1640. O ensaio foi realizado em triplicata para cada um dos
anticorpos. ApgGs um periodo de incubacgdo de 30 minutos no escuro a 4 °C, os
microtubos foram centrifugados e as células lavadas uma vez com meioc RPMI-
1640 2 150 x g por 10 minutos a 4 °C.

A seguir, as céiulas foram incubadas por 30 minutos no escure, a 4 °C, com
50 pL do anticorpo de detecg@o conjugade com fluoresceina (Sheep FITC
conjugated anti mouse IgG, Sigma-F2266) diluido 1:50 em meic RPMI-1640. Ao
término do pericdo de incubacdo, as células foram lavadas uma vez com meio
RPMI-1640 a 150 x g por 10 minutos a 4 °C para remocdc do excesso de
anticorpo n&o ligado. As células foram entdo ressuspensas em 50 ul de soro
bovina fetal, mantidos em banho de gelo e protegidas da luz até o momento da

microscopia.
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A contagem das células totais e marcadas fol realizada em microscopio de
fluorescéncia (filtro 510-560, FT580, LP590) a partir de montagens a fresco, com
aproximadamente 25 ul das suspensdes celulares sendo colocadas entre iamina
e laminula. O percentual de células marcadas foi determinado apds a contagem

de pelo menos 250 células totais por lamina.

3.7.7. Corticosterona

As concentragbes séricas da corticosterona foram determinadas por
radioimunoensaio (RIA). Este ensaio baseia-se na reacdo de competicdo entre o
hormonio presente no soro {concentracdo desconhecida) e o horménic marcado
com isctopo de hidrogénio, tricic (BH), peio sitic de ligagdc 8 um anticorpo anti-
corticosterona.

O complexo antigeno-anticorpo foi precipitado, separado das formas livres
e a radioatividade medida em contador de radiacdo 8. Os valores das dosagens
foram obtidos pela interpolagdo dos valores de radiacdo emitida do horménio
marcado, expressos em contagem por minuto (CPM), em uma curva padrdo. Esta
curva foi obtida pelo radioimunoensaio de aliguotas de corticosterona com
concentragbes conhecidas, relacionando radiacdc expressa em CPM e a
concentragdoc em ng/mL.  Foram utilizadas solucdes padres com concentracdes
de 0,1, 05, 25 10, 50 e 250 ng/mL. O coeficiente de variacio entre os
diferentes ensaios realizados foi de 11,56% e o coeficiente de variacdo intra-

ensaio foide 4,0 %.
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3.8, Analise estalistica

Os resultados foram expressos através da médis + erro padrio da média.
Cada variavel estudada fol avaliada, primsiramente, quanto a distribuico normal
dos dados obtidos, afravés da comparacio gréfica dos desvios das médias
(residuos) em relagéo a uma curva padrdo (distribuigio normal) estimada a partir
do valor de z, e ainda, quanto 2 homogeneidade das varidncias, através do teste
de Levene’s. Uma vez satisfeitas as pressuposicbes de distribuicdo normal e,
principaimente, homogeneidade das varigncias (homocedasticia) para o
parametro estudado (VIEIRA & HOFMANN, 1989), adotou-se o teste t student
para comparacdo da diferenga entre médias de dois tratamentos, ou a analise de
varigncia (ANOVA) entre médias de varios tratamentos, seguida do teste LSD
(diferenca minima significativa). Por outro lado, na auséncia de homocedasticia
empregou-se © feste de Kruskal-Wallis seguido da comparacio mduitipla de
distribuicac livre (GAD & WEIL, 1989) para a identificacdo dos tratamentos com
diferenga significativa. Para a andlise estatistica de retas de regresso utilizou-
se o teste F de Durbin-Watson. O nivel de significancia adotado foi de 5%
(P<0,05). Os programas utilizados foram: Statistica for Windows (Copyright

©1920-1995 Microsoft Corporation-StatSoft, inc.1995) e Microstat.







Fisiopatologia e padronizacdo do
numero de inoculacdes do tumor de
Walker 2586 em ratos com lesdio septal

/\

Walker 256 A Watker 256 Ar
SW8 (n=7) controle, 8 inocculacles S8W1 (n=5) controle, 1 inoculacgio
LW8 (n=15) lesados, 8 inoculagles LW1 (n=4) lesado, 1 incculagéo
SRA (n=7) controle restricdo alimentar SW4 (n=3) controle, 4 inoculagdes
LRA (n=10) lesados restricdo alimentar LW4 (n=4) lesado, 4 inoculagdes

medidas diarias até a morte natural: peso corpéreo, consumo de
alimento, volume de urina, osmolalidade da urina, excrecdo de sddio

& baiango fracional de sddio. Detecclo dos efeitos sistémicos,
dura¢ac dos periodos clinicos, sobravida.

Resposta de linfocitos T do bago
de ratos com lesédo septal

\

Walker 256 Ar

—

S (n=12}) controle (Cirurgia-simulada)
L {n=12) lesado

SW (n=13) controle, 1 inoculacéo
LW (n=14) lesado, 1 inoculacdo

CW (n=11) controle 1 inoculacéo
AW (n=16) adrenalectomizado, 1 inoculagdo

1

ratos sacrificados quando definido crescimento ou regressdo do

tumor: determinacéc dos subtipos CD4" e CD8" de linfocitos T e
corticosterona sérica.

Figura 2. Esquema resumindo os grupos experimentais e os principais procedimentos
adotados para cada um destes grupos.







4. RESULTADOS

4.1. Lesdo da drea sepfal

Conforme esperado, a lesdo provocada pela aspiracdo cirlrgica da area
septal do cérebro Toi bastante abrangente. A figura 3 ilustra o aspecto mais
frequente da lesfo indicando, esquematicamente, a extensao rostro-caudal com
as principais estruturas incluidas na rea lesada, como o nucleo septal medial e
os nucleos septais laterais dorsal, intermedidrio e veniral, Tambem foram
lesados © nucieo septo-hipotalaémico, nicleo septo-hipocampal parcialmente, a
projecac septal do fémix. O limite posterior méximo da lesdo ficou localizado nos
nuclecs septo-fimbrial e septo-trianguiar.  Em varios animais pequena porgée do
corpo caloso e putamen caudato também foram lesadas, sendo estas estruturas

respecltivamente 0s limites superior e lateral da drea lesada.

4.2. Aspectos fisiopatolégicos e padronizacdo do nimero de inoculacbes com ¢

tumor de Walker 256 em ratos com leséo da érea septai do cérebro

4.2.1. Evolugé&o dos tumores e dos efeitos sistémicos em ratos lesados com oito
inoculacdes do tumor de Walker 256 A

A partir da inoculac&c subcut@inea, as células tumorais de Walker 258 A
cresceram continuamente, o que foi confirmado, apés 2 ou 3 dias, pela palpacéo

de pequenos nddulos (menores do que 8 mm) nos sitios de inoculacdo.
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Figura 3. No alto, se¢do coronal {20-30pm) do cérebro de rato iesado, corado com azul de
toluidina, seguido pela representagdo esquematica de diferentes planos do cérebro {-8,26
mm a 1,00 mm em relacdo ao bregma) indicando a extensiic rostro-caudal da area iesada. A
lesdo incluiu o nicleo septal medial {1}, os nicieos septais lateral dorsat (2), intermediario
{3) e ventrai {4}, o nGcleo septo-fimbrial (5}, o nicleo septo-hipotaldmico {6}, o nlcieo septal
iriangular {7} e a projecdo septal do fornix.
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A evolucdo clinica subseglente seguiu o padrio ndo linear semelhante
aquele conhecido para ratos submetidos a8 multiplas inoculacdes do tumor de
Walker 256, independentemente do grupo experimenial considerado.  Assim,
tanto nos ratos com a area sepial do cérebro lesada (LW8) como nos controles
(SW8), o periodo inicial de crescimento dos tumores ocorreu livre de efeitos
sistémicos (periodo sub-clinico, sCP), passando subitamente a um periodo
sintomatico {periodo clinico, CP). A tabela 1 mostra a duracic média em dias

destes dois periodos.

Tabela 1. Duracdo média em dias do periodo sub-clinico {sCP}, periodo ciinico (CP) e
sobrevida (S\lg de ratos que receberam oito inoculagbes subcutdneas do tumor de Wailker
256 A {4 X 10" celiinoculaglo). Grupos controle cirurgia simulada (SW8) e com lesdo da
area sepial do cérebro (LW8).

Tempo {dias)

SW8 LWS
{n=7) (n=15)
sCpP 3,0+0,2° 2,610,1°
cp 7,7+0,6° 7,0+0,3°
sV 10,7+0,6° 9,6+2,5°

Médias na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem
significativamente (P<0,05); teste L.SD.




O inicio do CP ocorreu entre o segundo e terceiro dia apbs a inoculagdo
das células tumorais, quando se desenvolveram aiteracBes em mecanismos
homeostaticos fundamentais, caracterizando os efeitos patognombnicos do tumor
de Walker 256 com inibicdo do apetite, paradoxalmente acompanhado do ganho
de pesc corporeo, causado pela retencdo de sédic e agua. A manifestacéo
subita e progressiva destas alteracfes estio indicadas na figura 4. A ingest3o
media diaria de alimento € dada pelos grupos cirurgia simulada (SRA) e lesado
(LRA) sem tumor e submetidos a restricdo alimentar (Figura 4 B), pois estes
grupos refletem a ingest&o de alimento tanto do grupo SWa guanto do LW8,

Durante o sCP (até o dia 3) z ingesto de alimento permaneceu estavel
passando a diminuir progressiva e irreversivelimente durante o CP (@ partir do dig
3). Apesar da redugdo na ingestdo de alimento ter sido idéntica para todos os
grupos experimentais, os ratos dos grupos SRA e LRA perderam peso, enguanto
os ratos dos grupos SW8 e LW8 (portadores de tumores) apresentaram ganho de
pesc corpdrec (Figura 4 A).  Durante o CP também ocorrey a diminuicdo da
concentracéo de sodic na urina dos ratos (Figura 4 C). Entretanto, diferente do
que foi observado nos ratos submetidos a restricdo alimentar, ou seja, reducao da
concentracdo de sodio na urina em decorréncia do agravamento do periodo de
hipofagia nos ultimos dias do CP, nos ratos com tumores esta reducdo da
concentragao de sodio foi antecipada.  Além disso, a redugio da concentracac
de s0dio na urina dos ratos do grupo LW8 ndo foi 80 acentuada guanto a do

grupc SW8, com diferenga significativa durante o inicio do CP (dias 4, 5 e 8).
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Figura 4. Alteragfes do peso corpdrec e da excregdo renal de Na” em ratos portadores de
oito inoculagBes sc do tumor de Walker 256 A (4x10° célfinoculagdo) grupos cirurgia
simulada (SW3} e com les8o sepial (LW8}, comparados com ratos controles, sem tumor e
submetidos a restricdo alimentar, grupos cirurgia simulada (SRA} ¢ com lesdo septal {LRAL
A ingestic média didria de alimento ¢ dada peios grupos 3SRA & LRA.
* indica diferenca significativa {P<0,05, teste L3D) entre os grupos LWE 2 WS,
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O ganho de peso corpdreo dos ratos do grupe LWE, também néo fol téo
acentuado quanto aguele do grupo SW8 sendo esta diferenca significativa no
sexto e sétimo dia apés a inoculagdo das células o tumorais (Figura 4 A).

As tabelas 2 e 3 resumem os resultados do peso corpdreo e da
concentrac&o de s0dic na urina dos ratos dos grupos SW8 e LWS, os quais foram
comparados a0s respectivos grupos controles submetidos & restricdo alimentar
(SRA e LRA}.  Assim, o grupc SWB8 apresentou diferencas significativas em
relacdo ac grupo SRA a partir do guinto dia para o peso corpbérec (Tabela 2) e
quarto dia para a excregdo de stdic (Tabela 3), enguanto com o grupo LWE tais
diferengas (LW8 em relacdo ac LRA) s ocorreram a partir do sexio dia para o

peso corporec (Tabela 2) e sétimo dia para a excrego de sddie {Tabela 3).

4.2.2. Balanco de Sodio

Antes do inicio dos efeitos sistdmicos, a partir do terceiro dia, a filtracdo
renal de sodio dos ratos que receberam oito inoculacdes do tumor de Walker 256
A, grupos LWB8 e SW8, néo fol diferente daquela observada nos ratos submetidos
a restricdo alimentar, grupos SRA e LRA (Figura 5). Durante este periodo {(sCP)
o balango fracional de sddio foi aproximadamente de 25%, indicando que cerca

de 75% do soddio ingerido foi excretado através dos rins.
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Tabela 2. Peso corpdrec (%), de ratos portadores de oifo inoculacbes sc do tumor de
Walker 256 A {4 x 10° céllinocuiacao), grupos cirurgia simulada (BWS} & com lesio septal
{LWE), comparados com ratos conbreles, sem tumor e submetidos a restricio alimentar,
grupos cirurgia simulada (SRA) e com lesio septal (LRA}.

Peso corpdreo (%)

Dia SWs SRA W8 LRA
(N=7) (N=7) (N =15} {N=10)
4 101,8+0,6° 100,5+0,4% 99.8+0 57 100,5+0,4%
5 102,2+1,0° 98,7+0,3° 100,2+0,9%" 99,2+0,2°
& 104,0+1,0° §7,1+0,3° 101,90, 7" ©8,1+0,3°
7 108,3+1,1° 95,3+0,3° 102,7+1,1° §7,4+0,3°

Médias na mesma linha, seguidas de letyas distintas, diferem significativamente {P<0,03);
teste LBD.

Tabela 3. Excrecéo renal de sédio {mmol/dia), de ratos portadores de oito inoculagbes sc
do tumor de Walker 256 A (4 x 10° cél.finoculagdo), grupos cirurgia simulada {(SW8) e com
lesdo septal (LW8), comparados com ratos controles, sem tumor e submetidos a restricdo
alimentar, grupos cirurgia simulada {(SRA}) e com lesdo septal (LRA).

Excregéo renal de Na”™ (mmol/dia)

Dia SW8 SRA LWs8 LRA
(N=T7) (N=7) {N = 15} (N=10)
4 1,4+0,2° 2,8+0,2° 2,6+0,2%° 2,140,1°
5 1,1+0,41¢ 2,8+0,2° 1,9+0,1° 2,310,1°
[ 1,3+0,2° 2,5+0,2° 1,8+0,1° 2,2+0,4%
7 1,3t0,2° 2,2+0,1° 1,410,1° 2,1+0,1°

Médias na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem significativamente {P<{,05);
teste L.SD.
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Apés o terceiro dia, quando os efeitos sistémicos passaram a se manifestar
nos ratos portadores de oite inoculacbes do tumor de Walker 256 4 e,
conseglientements, com a diminuicio da ingestdc de alimento, as diferencas na
filtrac&o renal de sddio tornaram-se bastante claras entre os grupos SW8, LWB e
os grupos submelidos a restricgo da alimentacio, SRA e LRA

Nos grupos SRA e LRA o balanco fracional de sédio diminuiu, indicando
gue a fracdo de sodio ingerido que passou a ser excretada pelos rins aumentou,
chegando a valores maiores que 100% apds o sétimo dia (Figura £). Esie
aumento progressivo da excrecado renal de sodio em ratos sob restricdo alimentar
representa a resposta fisiclogica esperada em virtude da diminuicdo do peso
corpbreo destes animais.

Por outro lado, nos ratos SW8 e LW8 foi observada uma resposta diferente
da fisioldgica, quando o balango fracional de sddio passcu a aumentar, indicando
a diminuigado da fragdo de sddio excretada pelos rins até valcres préximos a 40%
(Figura 5, dia 8). Entretanto, es_?e aumento do balanco fracional de soédic foi
diferente entre os grupos LW8 e SW8 durante ¢ inicio do CP. Neste sentido, foi
observado que © grupo SWS8 passou a ser significativamente diferente de seu
grupo controle sem tumor e submetidos a restricdo alimentar, grupc SRA, a partir
do quarto dia apds a inoculagdo das células tumorais (SW8 = 47 8 + 6, 4% e SRA
= 4,5 + 8,3%, P<0,05), enquanto que com o grupc LW8 isso somente aconteceu
em relacdo ao grupo LRA, a partir do quinto dia (LW8 =257 +4,8% e LRA=10,5
+ 3,9%; P<0,05). Além disso, ¢ balango fracional de sddio do grupo LWS foi

significativamente menor que o do grupo SWE enire ¢ guario e sexto dia apods a







inoculacdo das células tumorais (dig 4. SW8 =476 +6 4% e LWEB =138+ 52%,
dia5 SW8=5752:35%elWB=257+48%; dasg SW8=544:38%e

LWB =321 £ 4.4%;, P<005) {Figura 5}
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Figura 8. Balango fracional de sodio em ratos portadores de oito inoculagdes s¢ do tumor
de Walker 266 A {4 X 10° cél/inoculagdo), grupos cirurgia simulada {SW8) e com lesado
sepial {LWS3), comparados com raios controies, sem tumor e submetidos a restricdo
alimentar, grupos cirurgia simuiada (SRA) e com lesfo septal (LRA}. O balango fracional
de sodio foi calculado como {Na‘in-Naex)x100/ Na'in, onde Na'in é a ingestao de alimento
{g/dia) x o conteGdo de sodio na racdo {mEq/g} ¢ Na'ex é o volume de urina {mL/dia} x a
conceniracgdo de sodio na urina {(mEg/mL). * indica diferenca significativa {P<0,85, teste
LSD) entre os grupocs LW3 e SWS.
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4.2.3. Balanco de dagua

Uma evidéncia indireta de alteracdes no balanco de agua acompanhande a
retencéo de s6dio nos ratos com tumores foi obtida pela analise da variagéo do
peso corpéreo & do volume de urina. Assim, 0s ratos submetidos a resiricdo
alimentar, grupos SRA e LRA, apresentaram aumenic do volume diario de urina
durante o CP. em conseqgiéncia da diminuico do peso corpdrsgo observado
nestes animais (Figura 8). Ja nos ratos portadores do tumor de Walker 256 A,
embora a producdo diaria de urina tenha sido significativamente reduzida no
grupc SW8 (até -0.85 mL/100g do peso corptreo) e aumentada no grupo LWE
(até 4,5 mL/100g do peso corporeo) (Figura 8), ambos 08 grupos apresentaram

aumenio do peso corpdreo, indicando retencdo hidrica.
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Figura 8. Variagdo do voiume de urina em ratos portadores de oito inoculagbes sc do
tumor de Walker 256 4 (4 X 10° cél./finoculacio), grupos cirurgta simulada {SW8} e com
lesao septal (LW8), comparados com ratos controles, sem tumor e submetidos a restrigdo
alimentar, grupos cirurgia simulada (SRA) e com lesfo septal (LRA}. * indica diferenca
significativa {P<0,05, teste LSD} entre 05 grupos LWS e SW3.






O fendmeno da retencdo hidrica dos ratos portadores de tumores, bem
como a diminuicéo temporaria na retencdo hidrica dos animais com leséo da area
septal foi representado na figura 7, ao se subtrair do peso corpbrec medio (%)
dos grupos SW8 e LWS 0s pesos corpdrens medios (%) dos grupos SRA e LRA

(SW8 mencs SRA e LW8S menos LRA) apresentados na figura 4.
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Figura 7. Retencio hidrica dos grupos SW8 e LWS, representada pelos valores obtidos
com a subtracdo do peso corpdrec {%) dos grupos submetidos a restricdo alimentar do
peso corporec {%;) dos grupos com tumores: SWS - SRA ¢ LWS - LRA,
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4.24. Excregdo osmolar

A excrecdo osmolar foi determinada no sentido de se detectar possiveis
alteracdes no balango glomérulo-tubular dos ratos com lesao septal e portadores
de muitiplas inoculacdes do tumor de Walker 256 A, Na labela 4 encontram-se
os vaiores médios da excrecdo csmolar durante o sCP & o CP dos grupos SRA,
LRA, SW8 e LW8.

N&o houve variacdo significativa na excrecio osmolar entre os periodos
sCP e CP, afastando a possibilidade de que alteracBes no balango glomerulo-
tubular pudessem justificar a menor resbsorcdo de sodio dos ratos lesados em

relacdo aos controles portadores de tumor durante o CP.

Tabelz 4. Comparagdo da excrecao osmolar (mUsmi/dia) entre os periodos clinico {CP,
meédia dos valores obtidos enire os dias 8§ a 7) & sub-clinico (sCP} de ratos poriadores de
oito inoculagbes sc do tumor de Walker 256 A (£ X 40° célfinoculagido), grupos cirurgia
simulada {SW8) e com lesdo septal {LVW8}, além de ratos conftroles, sem tumor e submetidos
a restrigio alimentar, grupos cirurgia simuiada (SRA) e com lesado septal {LRA}.

Excrecao osmolar (Mosm / dia)

scp CcP
SW8 (n=7) 35,2:2.1° 33,3:2,9°
SRAN=T) 35,4:2,8° 36,3:2,3°
LWS {n = 15) 45,32 1° 41,3+1,6°
LRA {n = 10 32,642,1° 31,141,7°

Médias na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem
significativamente (P<0,05); teste LSD.
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425 Evolugdo dos tumores e dos efeitos sistémicos em raftos lesados com uma
ou qualro inoculacbes do tumor de Walker 256 Ar (experimentos pilotos)

A instalac@o e o crescimento da subpopulacdo Ar do tumor de Walker 256
foram confirmados tanto nos grupos cirurgia-simulada (SW1 e SW4) como nos
grupos lesados (LW1 e LW4), enfre o quarto e quinto dia apds a administracio
das celulas tumorais, independentemente do nimero de inoculagdes sc (se uma
ou quatro inoculacdes) ulilizadas. Nesta ocasi@o, pequencs nédulos (menores
que 8 mm) passaram a ser palpados nos sitios de inoculacdo das células
tumorais, com exce¢io de um rato do grupo 8W4, no qual apenas um néduio
{entre guatro incculacbes) foi detectado.  Apéds aproximadamente 19 dias de
crescimenio, com o©0s tumores atinginde em média 30 mm de diametro
(aproximadamente 6,2g), foram detectadas regressfes tumorais em 80% dos
ratos controles e 25% dos ralos lesados portadores de um Unico tumor.  No
grupo LW1, alem do reduzide percentual de regressfo tumoral, houve ©
desenvolvimento dos efeitos sistémicos, ou seja do CP, em um dos ratos, a partir
do décimo dia apds a inoculagdo das células tumorais.

A tabela 5 mosira a duragéo media em dias dos periodos clinicos para os
grupos LW4 e SW4.  Em todos os ratos portadores de quatro tumores de Walker
256 Ar a evolugo clinica seguiu o padr&o n&o linear ja descrito, com o inicio do

CP ocorrendo entre o oitavo e décimo dia apds a inoculacdo das células tumorais.
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Tabela 8 Duragio média em dias do periodo sub-clinico {sCP), periodo clinico {CP) &
sobrevida (BV) de raios que receberam gualtro inoculagbes subcutineas do tumor de
Walker 256 Ar (4 X 10° celfinoculacio}. Grupos controle (CW4) e com lesfo da drea sepial
do cérebro {(LW4).

Tempo (dias)

SW4 W4
{(n=3 {ri=4)
SCP 9,0+1,0° 10,0+0,0°
cp 41,5+0,5° 11,2+1,9°
SV 20,5+1,5° 21,2+1,9°

Médias na mesma linha, seguidas de lotras distintas, diferem
significativamentes (P<0,05); teste LBD.

4.2.6. Aufopsias dos ratos com maltiplas inoculagbes (Walker 256 A e Ar)

As autdpsias dos ratos portadores de multiplas inoculagdes do tumor de
Walker 256 revelaram © predominio de metastases incipientes em linfonodos
axilares e inguinais. Em varios ratos, principalmente dos grupos que receberam
guatre inoculagbes do tumor de Walker 256 Ar também foram encontradas
metasiases na regiac do pericardio, em linfonodos préximos ac timo e na
cavidade abdominal, em linfonodos da cadeia para-adrtica, porém com tamanho
muito reduzido, inviabilizando gqualquer acdo mecéanica capaz de prejudicar a
funcéo de Org&os proximos. A massa tumoral total, retirada da regido dos sitios
de inoculagdo das células tumorais na ocasido das autdpsias, foi de
aproximadamente 8% do peso corpdreo dos ratos (SW8=8,5% 2,1, LW8=7,9%

+1,0, SW4=6 5% 50 e LW4=3,0% +0,7).
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4.3. Influéncia da lesdo septafl sobre os Linfécitos T no baco de ratos durante o

crascimento do turmor de Walker 258 Ar

4.3.1. Determinagdo do crescimento e regresséo dos tumores

Os tumores do grupo cirurgia simulada (SW) e do grupo com leséo septal
(LW) tornaram-se paipaveis enlre o terceire e quinto dia apés a incculacdo Unica
das células tumorais de Walker 256 da subpopulagio Ar, quando passaram a ser
medidos diariamente para estimativa do peso tumoral.  Assim, apds um periodo
de aproximadamente duas semanas com crescimento continuo de todos os
tumores, foram identificadas duas populacdes distintas entre os ratos de ambos
os grupos. Uma populag@o na qual os tumores passaram a regredir, enguanto
que na outra continuaram a crescer. As figuras 8 & 9 mostram as curvas de Dese
médio dos tumores dos grupos SW e LW, respectivamente, e permitem a
visualizac@o das situacbes de regressdo ou ndo regressas dos tumores. Por
volta do décimo quarto dia foram detectadas regressGes em 6 ratos (46,2 %) do
grupo SW, quando o peso medio dos tumores havia atingido 2,4g = 0,7 (Figura 8),
enguanto No grupo LW ocorreram regressfes tumorais em 8 ratos (57,1 %),
quando o peso medio dos tumores havia atingido 3,1g + 0,7 (Figura 9). Além
disso, os resuitados indicados na tabela 6 mostram diferencas no periodo de

crescimento dos tumores que regrediram em relacdo aos que ndo regrediram.
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Figura 8. Peso meédic dos tumores nos rates do gru;m cirurgia simulada com uma
inocuiacdo sc de células tumorais de Walker 256 Ar {4 x 16° cél) (SW, n=13). A estimativa
diaria do peso tumoral permitiu detectar ratos com tumores em regressdo (n=8) ou
creseimento tumoral continuoe {(n=7}.
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Figura 9. Peso médio dos tumocres nos ratos do grupo ccm a area septal lesada e uma
inoculagdo s¢ de células tumorais de Walker 256 Ar {4 x 10° céi) (LW, n=14}. A estimativa
didria do peso tumoral permitiu detectar ratos com fumores em regressdoc {n=8} ou
crescimento turnoral continuo {n=§).



Tabela 6. Tempo médic {(dias) necessério para que os tumores fossem detectados por
palpagdo e atingissem 1 g, além da taxa de crescimento tumoral {g/dia) em ratos com uma
inoculagio sc do tumor de Walker 256 Ar {4 x 10° cel.}, grupos cirurgia simulada (SW! 2 com
les8o da ares sepial (LWL

SW (n = 13) LW {n = 14)

Tumores que  Tumores gue  Tumoresgue  Tumores gue
n&o regrediram regrediram  néo regrediram regrediram

{n=7) (=8} {n=86) {n=5}
1° palpacio {dias) 3,9+0,3° 5,0+0,4 3,5+0,2° 4,10,3%°
Peso de =1g (dias) 7,7+0,4° 8,5+0,7° 8,0+0,3° 9,61+1,4°

Taxa de cresciments 0.60:0,08° 0,31+0,08° 0,52+0,04® 0,33:0,08°
{g/dia}
Meédias na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferam significativamente [P<0,05);
feste LSD.

Em geral, os tumores que ndo regrediram foram detectados antes gue os tumores
que regrediram, sendo esta diferenca significativa enire os ratos do grupe SW e
ainda, atingiram ¢ pesc de 1g em menor tempo. A taxa de crescimento tumoral
(calculada para o periodo do 5 a0 137 dia apés a inoculagio sc) confirmou que no
grupo SW a velocidade de crescimento dos tumores que ndoc regrediram fo

significativamente maior que a dos tumores que regrediram (Tabela 6).
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4.3.1.1. Aulopsias dos grupos SW, LW Se L

Nas auidpsias dos grupos SW e LW foram enconirades metdstases
exclusivamente nos ratos  cujos  tumores ndo regrediram, ocorrendo
predominantemente na regi&o do pericardio, em linfonodos préximos ao timo & na
cavidade abdominal, em linfonodos da cadeia para-adriica,

Essas metdstases apresentaram tamanho reduzido, sem acao mecanica
capaz de prejudicar a fungfio de 6rgdos proximos. A massa tumoral total, retirada
da regido do sitio de inoculagdo das células tumorais na ocasido das autdpsias,
foi de aproximadamente 3% do peso corporeo dos ratos (SW=285+068 % e LW
=310+ 0,6 %) (Tabela 7). Nos ratos dos grupos SW e LW, cujos tumores néo
regrediram, além das metastases, também foi observada hipertrofia do baco, tanto
em relacdo aos ratos cirurgia simulada (S) e lesados {L) sem tumor, como em

relagéo aos ratos cirurgia simulada (SW) e lesados (LW) com regressao tumoral

(Tabela 7).




Tabela 7. Médias dos pesos relativos (%) dos tumores, bagos, adrenais e timos de ratos
dos grupos chrurgia simulada {(SW) e lesado (LW) que receberam uma inocculacdo
subcutinea de células tumorais de Walker 256 Ar {4 x 10° cel) e grupos cirurgia simulada
{8} e lesado {L} sem tumor,

Peso relative do érgdo (%)

Sn=12) L{n=12) SW {n =13 LW (n=14)

Tumores que  Tumores que  Tumores gque  Tumores gus
ndo regrediram  regrediram  ndo regrediram  regrediram
=7} (n=6; n=6; (n=8)
Tumor 2,856+0,5° 3,10+0,6°

Bago ¢,19+0,01° 0,18+0,001° 0,45+0,05° 0,2140,001° 0,43:0,033" 0,22+0,023°
Adrenal 0,01:0,0001° 0,01+0,0001° 0,02+0,0002° 0,01:0,0001° 0,0140,0001°  0,01:0,00¢°
Timo  5,04+0,0002° 0,05:0,0004 0,0640,0006° 0,08:0,0004° §,05:0,012°  0,05+0,0008

Médias na mesma linha, seguidas de lefras distintas, diferem significativaments (P<0,05);
teste Kruskal-Wallis seguido da comparacio mdltipla de distribuicao livre.

4.3.1.2. Determinago dos linfécitos T, subtipos CD4™ e CD8’, no bago

Definida a condicdo de regressdo tumoral ou de crescimento continuo (a
partir do décimo sexto dia apos a inoculacdo sc), os ratos dos grupos SW e LW,
bem como ©s ratos dos grupos sem tumor, cirurgia simulada (8) e lesado (L),
passaram a ser sacrificados para contagem dos subtipos CD4™ e CD8" de
linfécitos T no baco.

As médias dos percentuais de células T CD4" e T CD8” nos grupos SW e
LW foram calculadas separadamente para os ratos que apresentaram regressdo
tumoral ou n@o. Assim, est8o indicados na tabela 8 os percentuais médios das

células T CD4", T CD8" e as médias da relacdo CD4'/CD8".



Tabela 8. Percentuais meédios dos subtipos CD4" & CD8" de linfécitos T e refagéc
CD4'/CDB" observados nos bagos de ratos cirurgia simulada (S), ratos com lesdo z:éa area
septal {L.) e ratos com uma inoculagBo sc de células tumorais de Walker 256 Ar (4 x 10° cel. b
grupos cirurgia simulada {SW) e com les3o da area septal {LW).

Sin=12) L{n=12) SWin=13) LW n =14}
n=12} (n=12) Tumores que  Tumoresque  Tumoresgue  Tumores qus
nao regrediram  regrediram  ndo regrediram regradiram
(n=7} (n=6; (=8 (n=8)

T COD4™ (%) 31,321,7°  312+44° 19 5+1 4° 29,347 4°° 23,8+1.6% 31,4+18°
TCD8 (%) 182+2.6° 17,3+38° 21,441 8° 20 4+1 8° 19,8+1.8° 20,1+1.3°

CD4%CD8"  1.73x0,1%  18240,1° 0,91+0,07° 1,4540,1% 1,20+0,07° 1,59+0,1°

Medias na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem significativamente {P<@,01)
feste L.BD.

A comparagao dos grupos sem tumor S e L mostrou que, dentro do periodo
experimental, a lesgo da area septal ndo modificou as freqiéncias das células T
CD4” e T CD8" (Tabela 8). Todavia, guando comparados aos ratos incculados
com células tumorais de Walker 256 Ar, verificou-se que o percentual de células T
CD4™ foi significativamente menor (P<0,01) nos ratos dos grupos SW e LW, cujos
tumores nac regrediram. Como consegléncia desta reducéo na freqléncia dos
linfécitos T CD4" a relagdo CD4°/CD8" nestes animais, também, foi
significativamente menor (P<0,01) que a dos ratos que apresentaram regressao
tumoral (Tabela 8). Por outro lado, tanto no grupo SW (Figura 10) como no

grupo LW (Figura 11) a regress&o tumoral esteve associada a valores normais da

relacdo CD4Y/CDE"
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Figura 10. Relacao CDAYCDS” em ratos cirurgia simulada, grupos sem tumor (S, n=12) e
com uma inoculagdo sc de células fumorais de Walker 256 Ar (4 X 16° cel) (8W, n = 13}
« indica diferenca significativa (P<0,01; teste LSD} entre os ratos com tumores que naoc
regrediram (SW,n=7) e os demais (SW, n = §e S}

tumores que ndo regrediram
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Figura 11. Relagdo CD4"/CD8" em ratos com les@o da area septai, grupos sem tumor (L, n =
12) e com wma inocuiagdo sc de células tumorais de Walker 256 Ar (4 x 10° cel) (LW, n = 14)
= indica diferenca significativa (P<0,01; teste L.8D) entre os ratos com umores que ndo
regrediram (LW, n=8}s osdemais (LW.n=8e L)}






4.3.1.3. Corticosterona sérica

Foram considerados como valoras séricos bDasais da corticosterona,
aqueles obtidos com os grupos sem tumor, ou seja, grupo cirurgia simulada (S, n
= 12) & grupo com lesdo da grea septal (L, n= 12}, Assim, foram determinados
os valores de 273+ 53 ng/ mLparaogrupo S e 203+ 28ng/ mi para o
grupo L. Os valores méaximos, significativamente maiores (P<0,05) que os
basais, foram observados nos raios que ndo apreseniaram regressio umoral
sendono grupo SWin=7)de 74,6 +285ng/ mL (Figura 12) e no grupo LW
(n=6)de 220,8 £ 812 ng/ mL (Figura 13). Nos ratos com regressado tumoral os
valores da corticosterona sérica foram semelhantes aos valores basais, sendo no
grupo SW (n=86) de 17,9 £ 3,7 ng / mL e no grupo LW (n = 8) de 25,4 5,9 ng /

mb.

4.3.1.4. Correlacdo entre CD4/CD&" e corficosterona sérica.

A diminuicdc da relacde CD4%/CD& nos rates com tumores que nio
regrediram pareceu estar associada ac aumento da corticosterona sérica. Porém,
a0 se analisar a relacdc CD4"/CD8" em funcio da concentragao de corticosterona
obteve-se um coeficiente de determinacéo de r* = 0,55 para o grupo SW (n = 13,
P<0,01) e de ¥ = 0,15 para o grupo LW (n = 14, ns), indicandc uma correlacéo

fraca enire estes evenios.
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Figura 12. Corticosterona sérics em ratos cirurgia simulada, grupos sem tumor (8, n=12) ¢
com uma inoculacdo sc de células tumorals de Waiker 258 Ar {4 x 10° cel.) (SW, n = 13)
* indica diferenca significativa {P<0,05; teste Kruskal-Wallis seguido da comparacgao
multipla de distribuicdo livre) enire 0s ratos com tumores que nio regrediram (SW. n=T) e
os demais {(SW, n=8 e 8}
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Figura 13. Corticosterona sérica em ratos com iesdo da area septal, grupos sem tumor (L,
n= @2} & com uma inoculagdo sc de céiulas tumorais de Walker 256 Ar {4 x 10° cel.} (LW, n =
14}, * indica diferenca significativa (P<0,05; teste Kruskal-Wallis seguido da comparacao

multipla de distribuico livre) enire os ratos com tumores que ndo regrediram (LW, n =8} e
os demais (LW, n=8¢ L}
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4.3.2. Influéncia da corlicostercna na resposta de linfécites T durante o

crescimento do tumor de Walker 256 Ar (Ratos adrenalectomizados)

4 .3.2.1. Deterrninacdo do crescimento ou regressioc dos tumores

Os tumores do grupo controle (CW) e do grupe adrenalectomizados (AW)
tornaram-se palpdveis entre o terceiro e quinio dia apds a inoculagdo sc das
celulas tumorais de Walker 256 da subpopulacBo Ar, guando passaram a ser
medidos digriamente para a estimativa do peso tumoral.  Assim, apds um periodo
superior a dez dias com crescimento continuo dos tumores, foram identificadas
regressfes tumorais em 7 ratos (63,6 %) do grupo CW, quando o peso meédioc dos
tumores havia atingido 2,1 £ 0,4 g (Figura 14) e em 10 ratos (62,5 %) do grupc
AW, quando o peso médio dos tumores havia atingido 2,4 + 0,3 g (Figura 15).

Os resultados indicados na tabela 9 mostram diferencas no periodo de
crescimento dos tumores que regrediram em relac@o aos gue n&o regrediram.
Neste sentido, tanito no grupo CW como no AW, os tumores que ndo regrediram
foram detectados pela palpacdo antes que os tumores que regrediram e atingiram
o peso de 1g em menor ifempo, apresentando, conseglentemente, uma
velocidade de crescimento significativamente maior que a dos tumores gque

regrediram.







§. grupo CW
{total n=11}

Peso do tumor (g)
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Dias apds inoculacao do tumor

Figura 14. Peso médio dos tumores nos ratos do grupo controle Com uma nocuiagao sc e
céluylas tumorais de Walker 256 Ar (CW, n = 115 A estimativa diaria do peso tumoral
permitiu detectar ratos com tumores em regressdo (n =7} ou ndc (n =4},

£
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Figura 15. Pesc médio dos tumores nos ratos do grupc adrenalectomizadc com uma
inoculacdo sc de células tumorais de Walker 256 Ar {AW, n = 16). A estimativa diaria do
peso tumoral permitiu detectar ratos com tumores em regressao {n = 10) ou ndo (n = 6).
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Tabela 8. Tempo médio {(dias) necessaric para que os tumores fossem detectados por
paipagac e atingissem 1 ¢, além da faxa de crescimento tumoral {g/dial em ratos com uma
inoculagBo sc do tumor de Walker 256 Ar 4 x 10° cel), grupos controle (CW) =
adrenalectomizade (AW

CW (n=11) AW [n = 16)

Tumoresque Tumoresgue  Tumoresgue  Tumores gus
ndo regrediram regrediram néo regrediram  regradiram

{n=4} (=7} {n=8) (=103
1" palpacéo {dias) 3,3+0,3° 4,4+0,2° 3,8+0,2" 4,14+0,4%
Peso de =1g (dias) 8,0+0,4 9,4+0,4° 5,8+0,2° 8,7+0,4%
Taxa de crescimento  0,51+0,06™  0,31+0,06° 0,75:0,13°  0,33+0,04°

{g/dia}
Médias na mesma linha, seguidas de lefras distintas, diferem significativamente {(P<0,08);
teste LBD.

4.3 22 Autdpsias dos grupos CWe AW

Nas autdpsias dos grupos CW e AW foram encontradas metastases
predominantemente em linfonodos axilares e inguinais. bstas metastases
apresentaram tamanho reduzido & sem acdc mecanica capaz de prejudicar a
funcdo de Org&os proximos. A massa tumoral fotal, retirada da regido do sitio de
inoculacdo das celulas tumorais na ocasido das autdpsias, foi de
aproximadamente 3 % do peso corpdrec dos ratos (CW=285+07 % e AW =
3,23+ 0,8 %). Também foi observada a hipertrofia significativa do baco dos ratos
cujos tumores nac regrediram em relag@o aocs que apresentaram regresséo
tumoral, tanto no grupo CW como no AW e ainda, a hipertrofia significativa do
timo dos ratos do grupe AW (adrenalectomizados) em relagéo aos CW (controles)

{Tabela 10).
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Tabela 10. Média dos pesos relativos {%) dos tumores, bagos e timos dos grupos controle
{CW) e adrenalectomizado (AW} que receberam uma inoculaglo subculfnea de células
tumorais de Watker 256 Ar (4 x 10° cal.).

Peso relative do drgéoc (%)

CW {n= 11) AW (n=18)
Tumores que Tumores que tumores que tumores que
n&o regrediram regrediram n&o regrediram regrediram
n=7} (n=4) (n=10) (n=5)
Tumor 2.85+0,7° 3,23:0,8°
Bago 0,610,1 ,3020,01° 0,55+0,08° 0,30+0,02°
Timo | 0,1820,01° 0,180,01° 0,25+0,02° 0,30+0,01°

Medias na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem significativamente
{P<0,05); teste Kruskal-Waliis seguido da comparagio miitipla de distribuicao livre.

4.3.2.3. Determinagédo dos linfocitos T, subtipos CD4" e CD8’, no baco de ratos
adrenalectomizados

A tabela 11 indica as médias dos percentusis de células T CD4" e T CD8"
encontre;das nos bagos de ratos dos grupos CW e AW, quando ocorreu ou néo
regressao dos tumores. A fregUéncia das céiulas T CD4" manteve a tendéncia,
ja observada nos experimentos anteriores, de ser menor nos animais que
apresentaram crescimento continuo dos tumores.  Como consequéncia, a relacéo
CD4'/CD8" destes animais foi significativamente menor (P<0,05) que a daqueles
com regressao tumoral, tanto no grupo CW como no grupo AW (Figura 18). A
tabela 11 também indica um aumento global de linfécitos T nos ratos do grupo

AW com regressao tumoral, significativo (F<0,05) para os linfécitos T CD4”.
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Tabela 11. Percentuais médios dos subtipos CD4" e CD8™ de linfocitos T e relagao
cD4AT/CDE’, observado nos bacos de ratos com uma inoculagio sc das células tumorais de
Walker 256 Ar{d x 10° cel.}, grupos conirole {CW) e adrenalectomizados (AW).

CW (n=11) AW (n = 18)

tUMOores que tumores due tumores que Tumores gue
nao regrediram regrediram ndo regrediram  regrediram

{n=4) _ {n=7) | {n=8) . {n=10)
CD4a™ (%) 29 7+3,2° 35 9+1.8° 27 342 3° 59 244 47
CD8 (%) 25 4+2 7% 24 7+3 17 30,9+8.6° 32,3:3,4°
ch4%/cDsg’ 1 18+0,1°° 1 59+0 1% 1,00+0,1° 187+0,2°

Médias na mesma linha, seguidas de letras distintas, diferem significativamente {P<0,05),;
teste L0,

tumores gue nao regrediram
umores que regrediram

2,0-

1,54

1,0-

CD4/CD8

0,5-

0.0—"ew cw AW

AW
(n=4) (n=7) (n=6) (n=10)

Figura 16. Reiagaoc oD4Y/CD8" em ratos com uma inoculagdo sc do tumor de Waiker 256 Ar
{4 x 10" cel.}), grupos controle (CW, n = 41} e adrenalectomizado {AW, n = 18}. ™ indica
diferenca significativa entre os ratos com regressac e sem regressio tumoral do grupo CW;
= indica diferenca significativa entre os ratos com regressdo e sem regressaoc tumoral do
grupc AW (P<0,05; t student).
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4.3.2 4 Corticosterona sérica nos grupos CWe AW

Conforme esperado, sem o conirole rigoroso da rotina dentro do bioteric, a
concentracdo sérica da corticosterona foi bastante elevada nos ratos controles
(CWY). Todavia asta elevacBo ocorreu tanic nos ratos gue apresentaram
regressdo tumoral (CW n =7, 3200 = 39,2 ng / mlL) como nagueies sem
regressao tumoral (CW n = 4, 257 .2 +32.7 ng [ mL) {Figura 17). No grupc AW
as concentraces de corticosterona foram de 14,12 = 2,4 ng / mL nos ratos com
regresséo tumoral (AW n =86} e de 1574 = 55 ng / mL nos ratos sem regressao
tumoral (AW n = 10) (Figura 17).  Estes resuitados mostraram que a regressao
ou ndc dos tumores ocorreu  independentemente da  concentragdo de

corticosterona sérica.

iumores que nao regrediram
fumoreas que regrediram

350-
3001
250-
200-
150+
100+

50-

Corticosterona (ng/mil)

L=
e

CW CW AW AW
(n=4) (n=T) (n=8) (n=10)

Figura 17. Conceniracdo sérica de corticosierona em ratos com uma inoculagadoc sc do
tumor de Walker 2585 Ar {4 x 10° cel), grupos controle {CW, n = 11} e adrenalectomizados
{AW, n =16}
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos fisiopatoibgicos do tumor de Walker 256 em ratos com leséo da
area septal do cérebro.

Foi proposta deste trabalho investigar a participac@o da area septal do
cérebro na modulagdo da resposta das células T evocada pelo tumor de Walker
256, Entretanto, o estudo prévic da evolugdo clinica do tumor de Walker 256 em
ratos com & drea sepial do cérebro lesada tornou-se necessario, visto a
possibilidade da lesdo septal exercer alguma influéncia sobre 08 mecanismos
fisiolégicos envolvidos na manifestagdo dos efeitos sistémicos wumorais.  Assim,
possiveis variagbes nos efeitos sistdmicos tumorais em ratos lesados, como por
exemplo, a antecipacdo do inicio destes efeitos cu o agravamento da evolucéo
clinica da doenca, poderiam ser ufilizadas como uma indicacdo indireta da
influéneia da les@o septal sobre a funcdo imune ou, por outro lado, influéncia
direta da lesao sobre mecanismos fisioldgicos especificos.

Segundo a hipdtese proposta por RETTORI et alii (1995) o inicic da
manifestacdo dos efeitos sistémicos patognomdnicos do tumor de Walker 256
seria conseqiéncia de interacbes opostas, entre efeitos indesejéveis de origem
tumoral {(por mediacdc humoral) e efeilos desejaveis represeniados por
mecanismos protetores do hospedeiroc que, por exemplo, poderiam elevar a taxa
de “clearence” de possiveis mediadores tumorais (RETTORI et afli, 1995). Tal
hipétese explicaria o fato do inicio dos efeitos sistémicos, em ratos portadores de

uma unica inoculacdo do tumor de Walker 256, estar associado a disseminacéo
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metastatica e apresentar pouca ou nenhuma correlacdo com & massa fumorsl.
Além disso, explicaria a antecipacso e sincronizagdo dos efeitos sistémicos em
ratos portadores de multiplas noculacdes do tumor de Walker 256, ou seja, com o
aumento na taxa de crescimento tumoral total, como consegléncia da inoculacdo
sc multifocal, ocorreria  maior producdo dos mediadores tumorais que,
rapidamente, saturariam a capacidade dos mecanismos de protecéc do
hospedeiro (RETTORI et alii, 1895).

Para o estudo dos efeitos sistémicos patognombdnicos do tumor de Walker
256 em ratos lesados, optou-se pela inoculagdo sc multifocal (8 inoculacdes) das
celulas tumorais da linhagem 4. Tal procedimento foi fundamental para este tipo
de estudo uma vez que a inoculacio multifocal, induziu a antecipacdo do inicio
dos efeitos sistémicos tumorais e favoreceu a observacdc das alteracies
fisiolGgicas, por diminuir a variabilidade individual durante a evolugio clinica da
doenca. Em confraste com a inoculacdo sc em um Unico sitio (RETTORI et alii,
1995), © uso de oito inoculacbes simultaneas fez com que os efeitos sistémicos
tumorais iniciassem precocemente em todos os animais experimentais,
independentemente da presenca da lesdo da ares septal ou nédc (Tabela 1).
Além disso, nesta ocasido, a influéncia mecanica dos tumores ou de metastases
sobre orgaos foi insignificante, permitindo considerar as alteracbes fisioidgicas
observadas como efeitos tumorais a distancia,

A analise da evolugéo clinica dos ratos com tumores dos grupos cirurgia
simulada (SW8) e com lesio da sres septal (LW8), apenas através dos

parametros de ganho de peso corpdrec e da excrecéo de sbédio na urina, j&




indicaram que o efeilp tumoral sobre o balango hidrossaling dos ratos foi
modificado pela lesdo da drea septal (Figura 4). Nos ratos do grupo SW8 a
evolugo da ingestdo de alimentc e do ganho de peso corpdrec durante o
desenvolvimento tumoral, ocorreram conforme descrito na literatura quandoe
estudados em ratos intactos (RETTORI et alii, 1985 e RETTORI et alii, 1996).
Assim, no grupo SW8 a anorexia induzida pelo tumor esteve paradoxalmente
associada ao ganho de peso corpéreo, fendmeno este, ocasionado pela retencac
de sédic e agua (RETTORI et alii, 1995 e RETTORI et alii, 1996). Conforme
esperado, 08 ratos submetidos a restriclo da alimentacdo e sem tumor, grupos
cirurgia simulada (SRA) e com a area septal do cérebro lesada (LRA), perderam
pesc durante o periodo de hipofagia. Por ouiro lado, nos ratos do grupo LWS os
efeitos tumorais sobre a retengdo de sodic e agua foram temporariamente
diminuidos durante o inicic do CP, causando as diferencas observadas na
excrecdo de sodio e no peso corpéreo desses animais em relagio aos SW8. A
analise do balanco fracional de sédio (Figura 5) confirmou que a lesdo da ares
septal do cérebro modificou temporariamente o efeito tumoral sobre o balanco
hidrossalino dos ratos.

Uma vez que a excrec@o csmoilar dos ratos LW8 n&o aumentou (Tabela 4),
& pouco provavel que uma alteragdo no balanco glomérulo tubular tenha sido a
causa da reduglo na reabsorcgo renal de s6dio desses ratos.  Além disso, a
excrecdo de wrina aumentada durante o CP nos ratos do grupo LW8 (Figura 6),
indicou que houve uma maior eliminacio de agua, ou seja, uma diurese hidrica.

Por isso, parece razoavel se atribuir a diminuicdo da reabsorgéo de sodic e 4gus
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nos ratos com a lesdo septal, ao desenvolvimento de uma resposta secundaria
diurgtica, a qual seria oposta a resposta secundéria antidiurética desenvolvida
peios ratos do grupo SW8 ou mesmo, por ratos intactos portadores do tumor de
Walker 256 (RETTORI et alii, 1995 e RETTOR! et alif, 1998). Neste caso o
hormonio antidiuretico (ADH) estaria envolvido. O principal efeito do ADH é a
retengéo de agua, mas este hormdnio também induz alguma retencdo de sédio
(PITTS, 1968). Assim, em ratos intactos o ADH potencializaria a retencdo de
sodio induzida pelo tumor, enquanto, nos ratos com a lesdo da édrea septal
ocorreria a inibicdo da liberacdo do ADH e conseqientemente a produgdio de
maior volume de urina diluida acompanhada pela redugio da reabsorcéo renal de
s0dio.

Segundo a hipdtese proposta por Rettori e colaboradores (RETTORI et alii,
1985 e RETTORI et alii, 1996), a retengdo renal de sbdio seria induzida por
fatores humorais com origemn no tumor (Figura 18, M), o que levaria ac aumento
da concentracdc plasmatica de s6dic e a retencdo de 4gua ja
mencionados(Figura 18, III). De fato, foi observado o aumento significative na
concentracao de sodio no plasma de ratos portadores dé multiplas inoculacbes sc
com células tumorais de Walker 256 ([Na'] plasma = 156 + 2,3 mEq) quandoc
comparados aos grupos controies submetidos & restricdoe alimentar {{Na'] plasma
= 142 + 2,6 mEq) (dados ndo publicados de Rettori, 0.). Assim, em ratos
portadores do tumor de Walker 256 ocorreria, provavelmente, uma sinalizacdo
fisiologica conflitante para a liberac@o do ADH, ou seja, a concentracac elevada

de sbdic extracelular (¢ a osmolalidade), agindoc sobre os receptores
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hipotalémicos (Figura 18, 1V), induziria = liberacdo de ADH, enquanto,
simultaneamente, o aumento do volume exiracelular, agindo atraves dos
receptores vasculares de volume (Figura 18, V), induziria a inibic&o da libsragac

desse hormbnio.

Figura 18. Representacdc esquematica da possivel refacao entre os efeitos renais
priméarios induzidos pelo tumor nos ratos SW e a resposta diurética secundaria cbservada
nos ratos LW: mais detalhes no texio.

Nos ratos do grupo SW8 a combinacéo destes sinais fisicldgicos resultaria
na liberacdo de ADH, com a producgéc de menor volume de urina concenirada
associada a retencéc de sédio.  Por outro lado, nos ratos do grupo LW8, a les&o
da 4ares septal afetaria, possivelmente, vias relacionadas a liberaggdo de ADH

(HAIBARA et alii, 1992) e assim, ocorreria a inibigéo da liberagao deste horménio
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(Figura 18, Vi), resultande na producio de maior volume de wrina diluida e a
diminuic8o da reabsorco de sddio.  De fato, uma menor reabsorcio de sodio foi
observada nos ratos lesados {(Figura 5), corroborando a hipétese de gue o papel
da éres seplal na regulacdo da agua, seria o de estimular as células do nicleo
supradptico induzindo a maior liberacdo de ADH durante a desidratacdo, levando
o animal a conservar agua (BRIDGES, 1978). Entretanio, para se confirmar esia

proposicac novos  experimenios, visando a guantificacdo do  hormbnio

antidiurético devam ser consideradios.

5.2 Adequacdo do modelo experimental fumoral para o estudo da resposta
imune em ratos seplais.

Durante os estudos da evolucdo clinica do tumor de Walker 256 em ratos
com lesao da area septal, variando-se 0 numerc de inoculagdes sc, bem como as
celulas tumorais utilizadas, se A ou a subpopulacdo Ar, fol possivel se adeguar o
modelo experimental tumoral ao objetivo proposto para este trabalho.

Como foi mencionado anteriormente a inoculacdo sc muitifocal com as
células tumorais de Walker 256 A, favoreceu o estudo dos efeitos sisiémicos
fumorais. Entretanto, a possibilidade de se utilizar variagbes no tempo
necessario para o inicio dos efeitos sistémicos tumorais, ou ainda, variacdes na
intensidade desses efeitos como indicadores indiretos da funcéo imunoldgica de
ratos com lesdo da area septal, ndo se confirmou através do procedimento de
multiplas inoccuiagbes (8 inoculacbes sc). Tal possibilidade baseou-se no fato de

gue ratos com o sistema imunolégico deprimido por irradiacéo ionizante, ao serem
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noculados com as células tumorals de Walker 256 A, desenvolvem os efeiios
sistémicos muito precocemente, o gue sugere a importancia do sistema imune na
preservacio da homeostasia de ratos portadores do tumor,

Diferente das ceélulas tumorais de Walker 256 A as células da
subpopulaggo Arndo induzem os efeitos sistémicos tumorais quando uma Gnica
inocuiacao sc e administrada em ratos intactos, por outro lado, nestas condigdes
ocorrem freglentemente, regressdes dos tumores (40 a 60% regressdes), mesmo
apos estes atingirem uma massa consideravel (GUIMARAES et alii, 1995).

No experimento piloto, guando foram utilizadas as células tumorais de
Walker 256 Ar incculadas em 4 (SW4 e LW4) ou 1 (SW1 e LW1) sitio sc por ratg,
apenas um rato do grupo LW1, além de todos os ratos dos grupos que receberam
quatro inoculagtes sc (SW4 e LW4) manifestaram os efeitos sistémicos tumorais.
Assim, os resuitados preliminares, obtidos a partir dos grupos pilotos inoculados
com o tumor de Walker 256 Ar, sugeriram que os protocolos experimentais menos
agressivos, quantc a capacidade do tumor induzir os efeitos sistémicos e levar o
animal a morte, seriam mais adequados ao estudo da imunologia de ratos com
lesdo da area sepial. Ademais, o0 menor numerc de regressSes tumorais
observados entre os ratos com lesfc septal em relagdo aos animais cirurgia
simulada quando uma Unica inoculagdo do tumor de Walker 256 Ar foi utilizada
(grupos LW1 e SWH1), sugeriram a possibilidade da regressdo tumoral ser
utilizada como um parametro da influéncia da érea septal sobre ¢ sistema
imunoldgico. Tal observacéo encorgjou a utilizagdc do protocolo de uma

inoculac@o sc com as células tumorais de Walker 256 Ar, para o estudo da
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relagdo CD47/CD8™ durante a regressio do tumor de Walker 256 e ainda, para

verificar a influéncia da drea septal neste processo.

5.3. Estudo da freqdéncia de linfécitos T CD4™ e CD8' no baco de ratos septais
portadores de tumor.

As células tumorais de Walker 256, uma vez admistradas no rato, seja
através da inoculagBo subcut@inea, peritoneal, ou ainds, airavés de outras vias
menos freqlentes como no tecido muscular ou diretamente em drgéos ((WAMA et
alii, 1970; IWAMA de MATTOS, 1979 e IWAMA de MATTOS et alii, 1980),
passam a proliferar, sendo raras as regressdes de tumores j@ instalados. De
fato, considera-se que o tumor de Walker 256, inciuindo a finhagem A utilizada
neste frabalho durante a avaliacdo da lesdo septal na manifestacio dos efeitos
sistémicos tumorais, apresenta um percentual de instalacdo e desenvoivimento no
organismo do hospedeiro bastante elevado e frequeniemente, igual a 100%
(IWAMA et alii, 1874, RETTOR! et alii,1995). Porém, ao se utilizar uma Gnica
inoculagao sc da subpopulagdo Ar do tumor de Walker 256, apesar da instalagio
e crescimento iniciais dos tumores, foram observadas vérias regressbes tanto
entre os ratos cirurgia simulada (grupo SW) como entre os ratos lesados (grupo
LW). Ainda, em contraste com o que acontece quando uma Unica inoculacso sc
do tumor de Walker 256 A ¢ utilizada (RETTORI et alii, 1995) os ratos dos grupos
SW e LW portadores de uma inoculagdo sc da subpopulacdc Ar nao
desenvolveram os sfeitos sistémicos tumorais.

Como & foi mencionado anteriormente, a subpopulacdo Ar foi obtida a
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partir da linhagem A do tumor de Walker 256. Ratos portadores do tumor de
Walker 256 Ar manifestam os efeitos sistdémicos patognoménicos
preferenciaimente quando submetidos 4 inoculagdo sc multifocal e, ainds,
apresentam um elevado percentual de regressbes tumorais guando uma dnica
incculac@o sc e utilizada.  Este tipe de variaggo na agressividade de linhagens
tumorais ja foi descrita anteriormente, por exemplo, para outros dois modeios
tumorais em camundongos, © do melanoma B18 e do tumor KHL (TANNOCK,
1883). Nestes modelos, a capacidade das células tumorais produzirem
metastases no hospedeiro pode ser modificads conforme as células tumorais
venham a ser mantidas sob crescimento /n vivo ou in vifro (TANNOCK, 1983).
Além destes modelos tumorais em camundongos, BONNOTTE et alii (1998)
estabeleceram duas subpopulagdes de células tumorais a partir do carcinoma de
colon de ratos, as quais foram designadas como PRO e REG. Semelhante ao
que ocorre com as subpopulagdes 4 e Ar do tumor de Walker 256, a3
subpopulagéo PRO apresenta crescimento continuo no organismo do hospedeiro,
produzindo metastases e causando sua morte, enquanto a subpopulacio REG,
apos crescer por duas a trés semanas, passa a regredir até seu total
desaparecimentio (BONNOTTE ef alii, 1998). A existéncia de variantes de uma
mesma linhagem tumoral, com capacidades de manifestarem diferentes graus de
tumorgenicidade, pode ser explicado pelo fato das células de tumores
desenvolvidos apresentarem maior suscetibilidade a mutacgbes. Aceita-se
amplamente que os tumores se originam a partir de uma Unica célula que foge

aos mecanismos de controle para a preliferacdo, porém, € conhecido que os




tumores desenvolvidos apresentam grande heterogeneidade celular, com muitas
subpopulacbes clonais.  Sob as pressfes seletivas do meio em que o tumor se
encontra, algumas dessas subpopulagdes podem se expandir (TANNOCK, 1983
Com relacao as células tumorais de Walker 256 supfem-se que a manutencio da
linhagem A crescendo exclusivamente através de passagens sucessivas (mais de
60 passagens, uma a cada gualro dias) no peritdnio de ratos, um meioc gue
oferece baixa press@o seletiva, favoreceu o aparecimento da subpopulacdo Ar
utilizada neste experimento.

Os grupos SW e LW, ao contrério do gue o experimento piloto sugeriy,
mostraram gue a lesdo septal ndo tormou os ratos mals suscetiveis ao tumor de
Walker 256 Ar, visic que o nimero de tumores que regrediram (Figuras 8 ¢ 9) foi
semelhante e, ainda, a auséncia de efeitos sistémicos em ambos os grupos.

As contagens das subpopulagGes de células CD4” e CD8" do bago
confirmaram as expectativas quanic & importancia dos linfécitos T frente ao
desafio imunolégico proporcionado pelo tumor de Walker 256 Ar.  Os resultados
obtidos com o grupo SW mostraram que as variaces observadas nas populactes
de linfocitos T do bago, principaimente a diminuigBo do subtipo CD4', e,
conseqlentemente, a diminuicdo da relacio CD47/CD8", estiveram associadas ao
crescimento continuc dos tumores (Tabela 8). De modo semelhante, no grupo
LW a diminuigcéo da relagio CD4™/CD8" esteve antes associada ao crescimento
continuo dos tumores que, propriamente, & les3o ampla da drea septal. Nestes
grupos, os valores observados para a relagdo CD4"/CDE™ durante a regressio

tumoral, foram idénticos aos valores controles obtidos a partir dos g{ip% cirurgia
1
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simulada (3) e lesado (L) sem tumor (Tabela 8). Assim, com relacdo 3 influéncia
da area septal sobre a resposta de linfocitos T CD4™ e CD8" os resultados
apresentados corroborram as observacbes de LABEUR et alii {(1991), ou seja,
confirmam a auséncia de efeitos crénicos (acima de 40 dias) decorrentes da lesdo
septal sobre 2 alividade do sistemna imunoldgico de ratos.

Nos grupos SW e LW o cresciments continuo dos tumores ocorreu
associado a elevacgdo significativa (P<0,01) na concentragao de corticosterona
serica, enquanto nos ratos que apresentaram regressdo tumoral {Figuras 12 ¢ 13)
a concentracdo deste hormdnio fol semelhante aos valores basais obtidos para os
grupcs sem tumor S e L. Ademais, esta elevagdo da concentragdo de
corticosterona sérica associada ac crescimentoc tumoral foi gquase trés vezes
maior no grupo LW gue no grupo SW. Por esta razdo, as variacdes da
concentracéo de corticosterona sérica devem ser consideradas sob dois aspectos
diferentes. Por um lado, com relacéo ac controle neurcenddcrino & a influéncia
da area septal sobre a atividade adrenccortical; por outrc lado, com relacio ac
desenvolvimento tumoral.

Com relagdoc ac controle neurcendécrino, a diferenca da atividade
adrenccortical entre os grupos SW e LW & explicada em termos da relacéo
funcional existente entre a 4rea septal e o hipotdlamo, a qual envolve a
modulagao do limiar de ativacdo e a magnitude da atividade do eixo hipéfise-
adrenal (SEGGIE et alii, 1974a; SEGGIE et alii, 1974b e UHLIR et alii, 1974}
Assim, em consequéncia da les@o da area septal a atividade adrenocortical nos

ratos do grupe LW foi exacerbada em relacdo ac grupo SW, causandc um
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incremento na concentraclo maxima de corticosterona, sem, no entanto, alterar
os valores basais deste hormdnio {(Figuras 12 e 13). A obtenca@o de valores
basais minimos, como agueles dos grupos S e L, dependsu do controle rigoroso
do ambiente, ou seja, durante o tratemento dos animais cumpriu-se uma rotina
astabelecida no sentido de se evilar estimuios estressanies dentro do biotério,
segundo proposto por Seggie e colaboradores (SEGGIE et alii, 1974a ¢ SEGGIE
et alii, 1974Db).

J& com relacBc ao tumor de Walker 2568 Ar, ¢ desconhecimento dos
mecanismos  fisiclégicos envolvidos no  aumenio da conceniragdo  de
corticosterona sérica toma dificll estabelecer se o crescimento continuo dos
tumores fol a causa ou ¢ efeito da variacdo hormonal e, neste ultimo caso, se
decorrente da supressdo imunoldgica dos animais pela corticosterona.

De um modo geral, os glicocorticoides s@o associados as neopiasias como
agentes protetores do hospedeiro, capazes de inibir a multiplicag@o celular e
estéo particularmente reiacienado§ ao tratamento de muitos tipos de linfomas e
leucemias (MAINWARING, 1990 e GRUOL et alii, 1997). Por outro lado, aiguns
experimentos mostraram que o tratamento de camundongos com glicocorticoides
favoreceu o crescimenio de tumores sélidos e prejudicou o efeito terapéutico de
interleucinas como a IL-2, o que foi atribuidc a agho imunossupressora do
hormonio {(KEDAR & KLEIN, 1982}

De fato, foi demonstrado gue os glicocorticdides, incluindo a corticosterona,
podem inibir a proliferacéo in vitro de linfécitos T e B, além de prejudicar a funcéo

de macréfagos e a apresentacdo de antigenos (GILLIS et alii, 1879a; GILLIS et
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alii, 1979b; ROESS et alii, 1982; SNYDER & URANUE, 1982; HOLBROOK et alii,
1683 e BAYBUTT & HOLSBOER, 1980).

Apesar de haver consenso quantc ao eixo hipotélamo-hipdfise-adrenal
(HHA) ser uma das principais vias na mediag8o dos sinais imunomodulatérios,
experimentos baseados na exposigdc de ratos & camundongos a estimulos
estressantes t&m possibilitado dissociar a elevacio da corticostercna plasmaética,
em decorréncia da atividade HHA, da supress&o imunolégica resultante (SHU et
alii, 1893; SHURIN et alii, 1994; KUSNECOV & RABIN, 1884 ¢ FLESHNER et alii,
1995). Assim, 0 crescimento continuc do tumor de Walker 256 Ar em raios dos
grupos SW e LW associado a uma resposta imune celular deficiente poderia ndo
ser conseqléncia da alta concentracao de corticosterona sérica observada nestes
mesmos animais. Para se verificar o efeito imunossupressor deste hormdnio
ratos adrenalectomizados foram inoculados com o tumor de Walker 256 Ar.

As células tumorais de Walker 256 Ar quando inoculadas em um Unico sitio
sc de ratos adrenalectomizados exibiram um padrido de desenvolvimento
semelhante aquele j& descrito para os grupos SW e LW.  Assim, apesar da
instalagco e crescimento iniciais de fodos os fumores, foram observadas
regressdes tumorais tanto entre os ratos adrenalectomizados {AW) como nos
animais intactos {CW) (Figura 14 e 15).

Semelhante ao que foi observado com os grupos SW e LW, o crescimento
continuc dos tumores nos ratos AW e CW também ocorreu associado a uma
freqiéncia de linfocitos CD4"  alterada, com a relagdo CD4*/CD8’

significativamente menor (P<0,01) que a dos ratos cujos tumores regrediram
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(Tabela 11). Desta forma, o experimento com ratos adrenalectomizados mostrou
gue o crescimento continuo ou a regressaoc dos tumores, bem como os vaiores da
relacBo CD47/CD8" associados a estes eventos ndo foram influenciados pela
atividade adrenocortical. A despeito da alta conceniracdo de corticosterona
sérica observada nos raios do grupo CW, o ndimero de regressdes tumorais foi
semelhante aguele observado no grupo AW, que por sua vez, apreseniou
concentracdc de corticosterona sérica muito reduzida.

Nos ratos adrenalectomizados ocorreu, ainda, o aumento generalizado do
percentual de linfécitos T do bago, o qual foi particuiarmente evidente nos ratos
do grupc AW cujos tumores regrediram (Tabela 10). Tal fato ja fol descrito
anteriormente por DONSKOY & GOLDSCHNEIDER (1892) que relacionaram o
maior nimero de linfécitos T com o aumento do peso do timo de ratos como uma
consegliéncia da adrenalectomia. De fato, os ratos do grupo AW, apés
adrenalectomizados, apresentaram aumento significative (P<0,05) no peso do
timo guando comparados acs ratos do grupc CW {Tabela 10).

A auséncia de valores basais minimos para a corticosterona sérica enire os
ratos do grupo CW, ou seja, na ordem de 20 a 30 ng/mbL conforme obtido
anteriormente com 0s grupos controles sem tumor § e L ou mesmo, com oS
grupes SW e LW quandc houve regress&o tumoeral (Figuras 12 e 13), pode ser
explicada em termos da rotina de trabalho adotada dentro do biotério. Durante o
experimento com ratos adrenalectomizados (incluindo-se af o grupo CW) nao foi
adotada a mesma rotina rigorosa observada anteriormente durante os

experimentos com ratos seplais, visto que o aumenic natural da atividade
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adrenocortical do grupo CW em decorréncia de estimulos ambientais, seria de
interesse para a avaliacdo dos efeitos da corticosterona sobre o tumor de Walker
258 Ar e a resposia imune associada ac crescimenio ou a regressio tumoral.
Atualmente, alguns trabalhos buscam discutir os fendmenos relacionados &
imunidade tumoral considerando as fases inata e adquirida da resposta imune.
isto se deve em parte aos conhecimentos gerados a partir de modeios
experimentais para ¢ estudo da resposta imune contra infecgbes (BIRON &
GAZZINELLL 1995, BIRON, ?998 e COUSENS & BIRON, 1988). Em linhas
gerais, a imunidade inata & caraclerizads pela atividade de células efetoras
inespecificas durante a primeira semana apods a invaséo do organismo por virus e
bactérias.  Apds este periodo seguem-se reagBes antigenoc-especificas que
caracterizam a resposta imune adquirida, as quais so mediadas por anticorpos
antigenc-especifico ou, ainda, linfocitos T citotdxicos (CTLs) (SEC & TOKURA,
1999). Acredita-se, assim como foi proposto para os processos infecciosos, que
durante a imunidade tumoral a resposta inata seja crucial para o desenvovimento
de uma resposta adquirida eficiente, a qual seria promovida por células
apresentadoras de antigenos (APCs) (MEDZHITOV & JANEWAY Jr, 1997 e SEQ
& TOKURA, 1999). Sob esta perspectiva, as curvas de peso médio dos tumores
(Figuras 8, 9, 14 e 15} revelaram um aspecto interessante envolvendo o periodo
de crescimento tumoral, fornecendo evidéncias de que as interacbes entre tumor
e o hospedeiroc que determinaram a regressic ou O crescimenio continuo do
tumor de Walker 256 Ar, ocorreram durante um periodo bastante precoce do

desenvolvimento tumoral.  Assim, foi observado que a reducdo no tamanho dos
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tumores que regrediram ocorreu somente a partir do décime quarto dia apds a
inoculag@o das células tumorais, tanto nos experimentos com raios sepiais,
grupos LW e SW (Figuras 8 e 8), como nos experimenics com ratos
adrenalectomizados, grupos AW e CW (Figuras 14 e 15).  Por outro lado, o
crescimento dos tumores gue regrediram foi mais lento gue o crescimenio dos
tumores gque n&o regrediram.  Este crescimento diferenciado entre os tumores
que regrediram e agueles que ndo regrediram foi faciimente percebido nos grupos
SW, CW e AW ja com o infcio da deteccio dos tumores pela palpacdo, entre ©
terceiro e 0 guinto diz apds a inoculagéo das células tumorais (Tabela 6 e 9}
Além disso, ¢ fato dos ratos, dentro de um mesmo experimento, serem inoculados
com células tumorais tomadas a partir de uma mesma suspensfo, sugere que
durante tal interaca@o (tumor-hospedeiro) seriam, principaimente, as variagbes em
fatores com origem no hospedeiro aguelas que levariam a regressdc ou
crescimento continuo dos tumores.  Os resultados apresentados nac permitiram
elucidar tais fatores, porém, indicaram que como conseqiéncia da interacdo
tumor-hospedeirc seguida do . crescimento continuc do tumor, houve ©
comprometimentc da resposta imune adquirida, indicade pela diminuicdo da
relagcdo CD47/CD8".

Curiosamente, ocorreu o aumento significative (P<0,05) do peso dos bacos
em todos os ratos cujos tumores nao regrediram (Tabela 7 & 10). Esia
hiperplasia, combinada ac comprometimento da relacdo CD4°/CD8" observado
nestes mesmos animais, sugere que ¢ bago desempenharia um papel critico para

o desenvolvimento da resposta imunolégica contra o tumor, possivelmente
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vinculado aos mecanismos reguladores da resposta adquirida.  Na literatura, os
registros de esplenomegalia durante o crescimento de fumores experimentais
foram relacionados ao desenvolvimento de mecanismos reguiadores supressores
da funcdo imunoldgica (SUBIZA et alii, 1989, TAITZ et ali 1985} Como
exempilo, SUBIZA et alii (1989), indicaram o baco como sendo um dos locais de
desenvolvimenio das células supressoras naturais em camundongos portadores
do tumor de Ehrlich.  Por outro lado, LI et alii (1993) e SEGURA et alii {1997),
discutiram a agdo dos mecanismos supressores, como a expansic de macréfagos
supressores e a producéo de TGF-8, em temos do comprometimento da resposta
anti-tumoral baseada nos linfécitos T CD4".

Atribui-se aos linfocitos T CD4" um papel central na ativagdo dos
mecanismos efetores de gue o sistema imune langca méao para combater os
tumores (LI et alii, 1993; TOPOLIAN, 1994; PARDOLL & TOPALIAN, 1998 e
STAVELEY-O'CARROLL et alii 1998). Evidéncias recentes indicam que a
atividade auxiliadora dos linfocitos T CD4” depende da interacdo destas células
com as APCs, sendo fundamental para a apresentagdo dos antigenos tumorais
aos linfocitos T CD8" e conseqlentemente, para a inducéo da atividade citotdxica
destas celulas (PARDOLL & TOPALIAN, 1998). Qs linfécitos T CD4", ainda,
ativariam outros mecanismos efetores, induzinde a producgdo de dxido nitrico e
anion superdxido pelos macréfagos e promovende a degranulagéo de sosindfilos
no local do tumor (PARDOLL & TOPALIAN, 1998).

Considerando o que foi descrito acima, os resultados apreseniados neste

trabalho indicam gue o modelo experimental que utiliza o tumor de Wiaker 258 Ar,
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seria Gtl para estudos da imunidade tumoral, os quais poderiam fornecer
informacdes sobre a importancia do periodo inato para o desenvolvimento da
resposta imune adquirida, mecanismos efetores envolvidos na regressao tumoral

e, ainda, mecanismos de controle da reposta imunoibgica.
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8. CONCLUSOES

A retencdo de sddio e agua induzida pelo tumor de Walker 256 A foi
reduzida temporariamente pela les8o da drea septal Este efeito ol
possivelmente, conseqléncia da inibicdo da liberagéo do hormbnio antidiurético
pela les80 da area sepial do cérebro do rato, antes que, devido & eliminacéo do
efeito antinatriurético induzido pelo tumor.

ApGs g administrac8o de uma incculacdo subcutinea com células tumorais
de Walker 256 Ar, o crescimento dos tumores apresentou-se diferenciado entre
os ratos cujos lumores vieram, posleriormente, a regredir e aqueles com
crescimento tumoral continuc. Tal diferenca fol perceptivel j& no inicio da
deteccdo dos tumores pela palpacéo, sugerindo gue os fatores envolvidos na
regress&o do tumor de Walker 256 Ar ocorreram de forma bastante precoce.

As variacbes observadas nas populagbes de linfécitos T do bago
(principalmente no subtipc CD4") e conseqlentemente na relacdo CD4°/CDS’
estiveram associadas ao crescimenio continue ou & regressdo dos tumores,
confirmando a importancia dos linfocitos T durante a resposta imune contra
tumores.

A lesdo ampla da drea septal do cérebro ndo tfornou os raios mais
suscetiveis acs efeitcs do tumor de Walker 256 Ar, afastando a possibilidade de
um efeito imunossupressor em decorréncia da lesdo.  De fato, com relacdo 3
influéncia da area septal sobre a freqléncia das células T CD4” ¢ CD8™ do baco,

os resultados apresentados corroboram as cbservacdes de LABEUR et alii
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{1991), ou seja, confirmam a auséncia de efeitos crinicos (acima de 40 dias)
decorrentes da lesdo sepial sobre a atividade do sistema imunolégico de ratos.

O experimento com ratos adrenalectomizados mostrou que o crescimento
continuo ou a regressdo dos tumores, bem como a resposta dos linfécitos T do
baco, associada a estes eventos ndo foram influenciados pela atividade
adrenocortical. A despeilc da alta concenfracdo de corticosterona sérica
observada nos ratos do grupo intacto (CW), ¢ nimero de regressdes tumorais
observado foi semelhanie ac do grupo adrenalectomizado (AW), gue por sua vez,

apresentou concentracao de corticosterona sérica muito reduzida.

84




7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ABRAMSKY, 0., WERTMAN, E.: RECHES, E; BRENNER, T. & OVADIA H.
Effect of hypothalamic lesions on experimental autoimmune diseases in
rats. Annais of the New York Academy of Sciences, v. 456, p. 360-385,
1987.

2. ADER, R. & FRIEDMAN, S. B. Plasma corticosterone response o enviromental
stimulation. Effect of duration of stimulation and 24 hour adrenocortical

rhytm. Neurcendocrinology, v.3, p.378-386, 1968

3 ALBERT, D. J. & BRAYLEY, K. N. Mouse killing and hyperreactivity following
lesions of the medial hypotholamus, the lateralseptum, the bed nucleus of
stria terminalis, or the region veniral to the anterior septum. Physiology
and Behavior, v.23, p.439-443, 1979.

4. ALBERT, D. J. & CHEW, G. L. The septal forebrain and the inhibitory
modulation of attack and defense in the rat. A review. Behavioral and
Neural Biology, v.30, p.357-388, 1980.

5 BAILLIE, P, MILLAR, F. K. & PRATT, AW. Food intake and Walker tumor
growth in rats with hypothalamyc lesions. Americam Journal of
Physiology, v.210, p.293-300, 1965.

6. BAYBUTT, H. N. & HOLSBOER, F. Inhibiton of macrophage differentiation and
function by cortisol. Endocrinology, v.127, p.476-480, 1990.

7. BELLUARDOC, N.: MUDO, G.; CELLA, S.; SANTON!, A; FORNI, G. & BINDON;,
M. Hypothalami control of certain aspects of natural immunity in the
mouse. immunology, v.62, p.321-327, 198/.

85



8. BESEDOVSKY, H. & SORKIN, E. Network of immune neuroendocrine

interactions. Clinical and Experimental Immunology, v.27, p.1-12,
1977.

9. BESEDOVSKY, H; SORKIN, E.; FELIX D. & HAAS, H. Hypothalamic changes

during the immune response. European Jourani of immunology, v.7,
p.323-325, 1977

10. BEVERLEY, P. Imunologia do Cancer. in: FRANKS, L. M. & TEICH, N,

Introducio a biologia melecular do céncer, 1° ed., 880 Paulo: Livraria
Roca Ltda, 1890, ¢.15, p.311-333,

11. BINDONI, M.; BELLUARDOG, N.; LICCIARDELLO, S.; MARCHESE, A E. &
CICIRATA, F. Growth fo Yoshida ascites tumor in the rat after
radicfrequency destruction of the tuberoinfundibular region of the

hypothalamus. Neuroendocrinology, v.30, p.88-93, 1980.

12. BINDONI, M.; BELLUARDO, N.; MARCHESE, A. E.; CARDILE, V.. MUDO, G.
CELLA, S, LAGUIDARA, A. & DENATALE. G. Increased tumor cell
multiplication after radiofrequency lesions in median hypothalamus in the
mouse and rat. Neuroendocrinology, v.42, p.407-415, 1986.

13. BINDONI, M.; BELLUARDO, N.; MARCHESE, A. E.; MUDOD, G. &
LAGUIDARA, A, Labeling index of L1210 and Ehrlich ascites tumor celis
after radiofrequency destruction of the tubercinfundibular region of the

hypothalamus inthe mouse. Neuroendocrinoiogy Letters, v.3, p.347-
354, 1981.

14. BIRON, C. A, Activation and function of natural kilier cell responses during

86




viral infections. Current Opinion in Immunology, v.9, p.24-34, 1997.

18, BIRON, C. A & GAZZINELL], R. T. Effects of IL12 on immune response o
microbial infections: a key mediator in regulating disease outcome.

Current Opinion in immunology, v.7, p.485-496, 1995,

16. BLACKBURN, S.L; MAIN], B. S.; BISTRIAN, B. R & McDERMOTT, W. V.
The effect of cancer on nitrogen, electrolyte, and mineral metabolism.
Cancer Research, v.37, p.2348-2353, 1977.

17. BLANCHARD, D. C.; BLANCHARD, R. J.; LEE, E. M. C. & NAKAMURA, 8.
Defensive behaviors in rats following septal and septal-amygdala lesions,

Journal of Comparative and Physiolohical Psychology, v.93, p.378-
380, 1979

18. BLASS, E. M.; NUSSBAUMM, A I. & HANSON, D. G. Septal hyperdipsia:
specific enhacement of drinking to angiotensin in rats. Journal of

Comparative Physiological Psychology, v.87, p.422-439, 1974.

19. BONNETTE, B,; FAVRE, N.; MONTET, M.; FROMENTIN, A.; SOLARY, E.;
MARTIN, M. & MARTIN, F. Bcl-2 mediated inhibition of apoptosis
prevents immunogenicity and restores tumoricity of spontaneusly

regressive tumors. The Joumnal of immunology, v.151, p.1433-1438,

1988,

20. BRIDGE, J. G. Unit activity in the septal nuclei during water deprivation,
drinking and rehydration. In: De FRANCE, J.F. The septal nuclei.

Advances in behavioral biology. New York: Plenum press/London,

37



19786. v.20, p.229-238.

21. BROWN, G. M., UHLIR, L. V,; SEGGIE, J.; SCHALLY, V & KASTIN, A. J.
Effects of setal lesions on plasma levels of MSH, corticosterone, GH and
prolactin before and after exposure to novel environment: role of MSH in
the septal syndrome. Endocrinology, v.94, n.3, p.583-587, 1974.

22. BUINAUSKAS, P, BROWN, E. R. & COLE, W. H. Atigenic behavior of Walker
256 tumor in Sprague-Dawley rats. Surgery, v.60, n.4, p,902-907, 19686.

23 BURSTEIN, R. & GIESLER Jr., G. J. Retrograde labeling of neurons in spinal

cord that project directly to nucleus accumbens or the septal nuclel in the
rat. Brain Research, v.497, p.149-154, 1989,

24. CASTELLO, G, ESPOSITO, G.; STELLATO, G.; MORA, L. D. & ABATE, G.
Immunological abnormalities in patients with cervical carcinoma.
Gynecologic Oncology, v.25, p.61-54, 1986.

25. COUSENS, L. P. & BIRON, C. A. Roles for innate cytokine pathways in
regulating adaptative T cell responses to viral infections. Federation of
the American Society in Experimental Biology. 1998, San Francisco.
Livro de resumos. San Francisco, FASEB, 1998. p.A1059.

26. COVIAN, M.R. Fisiologia da érea septal. Acta Physiologica Latino
Americana, v.40, n.2, p.119-152, 1966.

27. CROSS, R. J.; BROOKS, W. H.; ROSZMAN, T. L. & MARKESBERY, W. R.
Hypothalamic-immune interactions. Effect of hypophysectomy on

neurcimmunomodulation. Journal of the Neurologycal Sciences, v.53,
0.557-568, 1982

88




28. CROSS, R. J.; MARKESBERY, W. R.; BROOKS, W. H. 8 ROSZMAN, T. L.
Hypothalamic-immune inleractions. I The acute effect of anterior

nypothalamic lesions on the immune response. Brain Research, v. 196,
p.78-87, 1880,

29 CROSS, R. J; MARKESBERY, W. R.; BROOKS, W. H. 8 ROSZMAN, 7. L.
Hypothalamic-immune interactions. Neuromoodulation of natural killer

activity by lesioning of the anteior hypothalamus. Immunclogy, v.51,
D.389-405, 1084,

30. DINH, B. L. & BRASSARD, A, Renal lesions associated with the Walker 256

adenocarcinoma in the rat. Britsh Journal of Experimental Pathology,
v.48, p.145-151, 1968,

21. DONSKOY, E. & GOLDSCHNEIDER, |. Thymocytopoiesis is maintained by
blood-borne precursors throughout postnatal life. A study in parabiotic
mice. The journal of immunology, v.148, n.15, p.1604-1812, 1992,

32. DUNN, J. D, & WHITENER, J. Plasma corticosterone responses to electrical
stimulation of the amygdaloid complex: Cytoarchitectural specificity.
Neurcendocrinology, v.42, p.211-217, 1986.

33. DUNN, J. D. Differential plasma corticosterone responses to elecirical
stimulation of medial and lateral septal nuciei. Neurcendocrinology,
v.46,p. 406411, 1987,

34, Easrtern Cooperative Oncology Group. Prognostic effect go weight loss prior
to chemotherapy in cancer patients. American Joumnal of Medicine,
v.69, p.491-496, 1980,

22



35.

37.

38,

39.

40,

41.

FARRAR, J. D.; KATZ, K. H.; WINDSOR, J.; TRUSH, G.;: SCHEUERMANN, R.
H., UHR, J. W. & STREET, N. E. Cancer dormancy. VIL A regulatory role
for CD8" T cells and IFN-y in establishing and maintaining the tumor-

dormant state. The Joumal of Immunology, v.162, p.2842-2849, 1999,

. FELDMAN, 8. & CONFORTI!, N. The role of mediai septal nucleus in

mediating adrenocortical responses to somatosensory stimulation.
Journal of Neuroscience Research, v.5, p.19-23, 1980.

FELDMAN, S.; CONFORTI, N. & SIEGEL, R. A. Adrenocortical responses
following limbic stimulation in rats with hypothalamic deafferentations.
Neurcendocrinology, v.35, p.105-211, 1882.

FLESHNER, M.; HERMANN, J,; LOCKWOOD, L. L.; LAUDENSLAGER, M.L.
WATKINS L. R. & MAIER, S. F. Stressed rats fail to expand the CD45RC”
CD4" (Thi-like) T cell subset in response to KLH. Possible invoivement of

IFN-y. Brain, Behavior, and Immunity, v.9, p.101-112, 1995,

GAD, 8. C.&WEIL C. S. Statistics for toxicologists. in: HAYES W. A,

Principails and methods of toxicology. 2° ed., New York: RavenPress
Lid, 1989. ¢15, p.435-483,

GAGE, F. H.  OLTON, D. S. Hippocmapal influence on hyperreactivity
induced by septal lesions. Brain Research, v.98, p.311-325, 1975.

GARATTINI, S.; BIZZl, A; CONELLI, M. G.; GUAITAN!, A: SAMANIN R. &
SPREAFICO, F. Anorexia and cancer in animals and man. Cancer
Treatment Review, v.7, p.115-140, 1980.




42

43

45

47

48

. GARZETTE, G G,; CIGNITTI M.; MARCHEGIANI, F.; CIAVATTINI A
TRANQUILLE, AL L; FABRIE, N. & ROMANINI, C. Natural killer cell
activity in patients with gynecologic malignancies: Correlation with
histologic grading and state of disease. Gynecology and Obstetric
investigation, v.34, p.48-51, 1982,

CGILLIS, 8., CRABTREE, G. R, & SMITH, K. A, Glucocorticoid-induced
inhibition of T-celi growth factor production. 1. The effect on mitogen -

induced lymphocyte proliferation. The Journai of immunology, v.123,
0. 1624-1631, 1979

CGILLIS, S.; CRABTREE, G. R. & SMITH, K. A Glucocorticoid-induced
inhibition of T-cell growth factor production. 1. The effect on in vitro

generation of cytolytic T-cells. The Journal of Immunoclegy, v.123, p
1632-1638, 197%.

. GORDON, F. J. & JOHNSON, A. K. Electrical stimulation of the septal area in
the rat. Prolonged suppression of water intake and correlation with self-
stimulation. Brain Research, v.208, p.421-430, 1980,

. GRAF, W.; GLIMELIUS B.; PAHLMAN, L. & BERGSTROM, R. Determinants
of prognosis in advanced colorectal cancer. European Journal of
Cancer, v.77, p.11189-1123, 1891,

. GRUOL, J. D. 8 BOURGEQIS, 8. Chemosensitizing steroids: glucocorticoid
receptor agonist capable of inhibiting P-glycoprotein function. Cancer
Research, v.54, n.15, p.720-727, 1897.

CGUAITANI A RECCHIA, M.; CARLI M. ROCCHTTI, M; BARTOSEK | &
GARATTINI, 8. Walker carcinoma 256: a model for studies on tumor-

91



induced anrexia and cachexia. Oncology, v.39, p. 473178, 1982,

49. GUIMARAES, F; COSTA, P. M.; CAVALCANTL. T. C. & ZOLLNER R L.
Resposta imung humoral em ratas portadores do tumor de Walker 256 X
reuniao anual da federac8o de sociedades de biologia experimental 1985

Serra Negra. Livro de Resumos. Serra Negra, FESEB, 1995, p.414,

¥

50. HAIBARA, A S.; SAAD, W. A.; CAMARGO, L. A. A MENANI, J. V.; RENZI,
A DELUCA Jr, L. A. & ANTUNES-RODRIGUES, J. Opiate activation
suppresses the medial septal area. Brain Research Bulletin, v.28,
0.155-180, 1982

51. HARVEY, J A & HUNT, H.F. Effect of septal lesions on thirst in the rat as
indicated by water consumption and operant responding for water reward.

Journal of Comparative and Physiological Psychology, v.59,p.49-56,
1965.

52. HEBERMAN, R. B. Tumor immunoiogy. Jourrnal of American Medicine
Association, v.268, n.20, p.2935-2939, 1892,

53. HEIKE, M,; SCHLAAK J.; SCHULZE-BERGKAMEN, H. HEYL, S.; HERR, W.;
SCHMITT, U.; SCHNEIDER, P. M. & zum BUSCHENFELDE, K. H. M.
Pecificities and functions of CD4" HLA class il-restricted T cell ciones

against a human sarcoma. The Journal of immunoiogy, v.156, p.2205-
2213. 1996.

54. HOLBROOK, N. J.; COX, W. I. & HORNER, H. C. Direct suppression of
natural killer activity in human peripheral biood leukocyte cuitures by

glucocorticoids and its modulation by interferon. Cancer Research, v.43,
p.4019-4025, 1083.

92




355, IWAMA, de MATTOS, M. C. F. Carcino-sarcoma 256 de Walker:
Disseminagao metastdtica em duas linhagens do tumor. Revista
Brasiieira de Pesquisa Médica e Biolégica, v.12, n.2-3, p.147-153.
1879,

56. IWANMA de MATTOS, M. C.F.; FRANCO, M. F. & BASSO, N. A, Histologia
dos nodulos linfaticos regionais e distantes de ratos transplantados com

tumor de Walker. Ciéncia e Cultura, v.26, n.2, p.175-179, 1974

57. IWAMA de MATTOS, M. C. F.; MONTENEGRO, E. R & SILVA, C. R V.
Walker 256 carcinossarcoma: Pathology, microscopic and ultrastructural
features of the tumoral circulating cells. Ciéncia e Cultura, v.32, n.7,
p.849-857, 1980.

58 IWAMA, M. C. F; FRANCO, M. F. & LEMONICA L. Tumor de Walker. Um

bom modelc experimental para ensino de neoplasias. Ciéncia e Cultura,
v.23, n.3, p.267-271, 1970.

58. JONASON, K R.; ELOE, L. J.; CONTRUCCI, J. & MEYERP. M. Effects of
simultanecus and successive septal and amydaloid lesions on social
behavior of the rat. Journal of Comparative and Physiologycal
Psychology, v.83, n.1, p.54-61, 1873

80. KATAYAMA, M.; KOBAYASHI, S.; KURAMOTO, N & YOKOYAMA, M. M.
Effects of hypothlamic lesions on lymphocyte subsets in mice. Annais of
the New York academy of sciences, v.496, p.366-378, 1987.

61. KEDAR, E. & KLEIN, E. Cancer immunoctherapy are the results discouraging?
Can they be improved? Advances in cancer research, v.59, p.245-322.
1992,

93




82. KLEIN, J. Defence against tumors. in Immunology. Boston: Blackwell
Scientific Publications, 1991, ¢.20, p.419-428.

83. KORNEVA, E.A. Electrophysiclogical analysis of brain reactions to antigen.
Annals of the New York academy of sciences, v.496, p.318-337, 1987.

54 KUSNECOV, A & RABIN, B. 8. Stressor-induced alterations of immune
functions: Mechanisms and issues. international Archives Allergy

immunology. v. 105, p.107-121, 1994

85. LABEUR, M.; NAHMOD, V. E.; FINKIELMAN, 8. & ARZT, £. Lesions of the
septal nucleus produce a long-lasting inhibition of T lymphocyte
proliferatiion. Neuroscience Letters, v.125, p.129-132, 1991.

66. LI, X. F.; TAKIUCHI, H.; ZOU, J. P_; KATAGIRI, T.; YAMAMOTO, N.; NAGATA,
T.; ONO, 8, FUJIWARA, H. & HAMACKA, T. Transforming growih factor-
B (TGF-B)-mediated immunosuppression in the tumor-bearing state:
enhanced production of TGF-B and a progressive increase in TGF-8
susceptibility of tumor CD4" T cell function. Japonise Joumnal of Cancer
Research, v.84, p.315-325, 1993.

67. LENGVARI, I. & HALASZ, B. Evidence for a diumal fluctuation in plasma

corticosterone levels after fornix transection in rat. Neuroendocrinology,
v.11, p.181-198, 1973.

68. MAINWARING, W. L. P. Hormonios e cancer. In FRANKS, L. M. & TEICH, N.

Introducao a biologia celular e molecular do cancer. 1 °ed., Livraria
Roca, 1990. .13, p.267-292.

94




&89Y.

70.

7

72.

73.

74.

75.

76.

MARANA, H.R.C.; ANDRADE, J. M. & SILVA, J. S. Natural killer cells and
interieukin-12 in patients with advanced cervical cancer under
neoadjuvant chemctherapy. Brazilian Journal of Medical and

Biological Research, v.29, p.473-477, 1996.

McCANN, 8. N, FRANCIH, C.R.; FAVARETTO, A V. L, GUTKOWSKA, J. &
ANTUNES-RODRIGUES, J. Neurcendocrine regulation of salt and water
metabolism. Brasilian Journal of Medical and Biological Research,
v.30, p.427-441, 1997,

MEDZHITOV, R, & JANEWAY Jr, C. A Innate immunity: impact on the

adaptative immune response. Current Opinion in Immunology, v.9, p.4-
9, 1997.

MELIEF. C. J. M. Tumor eradication by adopitative transfer of cytotoxic T
lymphocytes. Advances in Cancer Research. v.58, p.143-175, 1992,

MEYERS, R. L. Studies on tumor antigen of the Walker 256 carcinosarcoma.
immunochemistry, v.12, p.588-595, 1975.

MOBERG, G. P.; SCAPAGNINI, U.; De GROOT, J. & GANONG, W. F. Effects
of sectioning the fornix on diurnail fluctuation in plasma corticosterone

levels in the rat. Neurcendocrinology, v.7, p.11-15, 1971.

MOGENSON, G. J. Septal-hypothalamic relationships. in: De France, J.F.
The septal nuclei. Advances in behavioral biology. New York and
Lodon: Plenum press, 1976. v.20, p.149-227.

MORI, H.; TANAKA, R.; YOSHIDA, S.; ONOC, K_; YAMANAKA, R.; HARA N. &

TAKEDA, N. Immunoclogical analysis of the ratsw with anterior

95




77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

hypothalamic lesions. Jourmnal of Neursimmunology, v.48, p.45-52,
1998.

MORRISON, 5. D, Effect of growth of 2 tumor on the regulation of water
intake. Journal of National Cancer Institute, v.41, p.1241-1248, 1988,

MORRISON, 5. D. Water intake and exchange and hydration of rats during

growth of Walker 256 carcinoma. Journal of National Cancer Institute,
v. 46, p.825-830, 1871.

MOTA, N. G. 5. & RESKALLAH-IWASSO, M. T. Coniribuic&o a0 estudo da
imunidade humoral e celular em ratos com carcino-sarcoma 256 de

Walker. Revista de Ciéncias Biomédicas, v.2, p.55-80, 1981.

NEGORO, H.; VISESSUWAM, 5. & HOLLAND, R. C. Inhibition and excitation
of units in paraventricular nucleus after stimulation of the septum,

amygdala and neurohypophysis. Brain Research, v.57, p.479-483, 1973.

NEGRO-VILAR, A; GENTIL, C. G. & ANTUNES-RODRIGUES, J. Influéncia
do sistema limbico na ingestao de cloreto de sddio e agua no rato.
Ciéncia e Cultura, v.17, n.2, p.253, 1965,

NYAKAS, C.; KLOET, E. R. & BOHUS, B. Hipocampal function and putative

corticosterone receptors. Effect of septal lesions. Neuroendocrinology,
v.29, p.301-312, 1979.

PARADA, C. A Estresse e resposta imune primaria em ratos com lesio

septal. Campinas, 1992, 135p Tese (Mestrado em Ciéncias Biolégicas)-

instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas.

96




84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

PARDOLL, D. M. & TOPALIAN, 8. L. The role of CD4" T cell responses in
antitumor immunity. Current Opinion in immunology, v.10, p.588-594,
1998,

PASQUALETTL P.; CASALE, R.; COLLACCIAN! A. & COLANTONIO, D.
Prognostic factors in multiple myeloma: a new staging system based on

clinical and morphological features. European Joumal of Cancer, v.27,
p.1123-1126, 1981,

PAXINGS, G. & WATSON, C. The rat brain in sterectaxic coordinates, 2°
ed., Australia: Academic press, 1986,

PEREIRA, O. C. M. & GUSTALE, H. A A sobrevida de ratos com tumor de
Walker 256 submetidos previamente a imunogenicidade das células

tumorais. Revista de Ciéncias Biomédicas, v.2, p.55-80, 1992.

PITTS, R. F. Regulation of volume and osmolar concentration of extracellular

fluid. Physiology of the kidney and body fluids. 2° ed., Chicago: Year
book medical publishers incorporated, 1968. ¢.12, p.213-227.

PLAUT, S. M. & GROTA, L. J. Effects of differential housing on adrenocortical

reactivity. Neuroendocrinology, v.7,p.348-360, 1971.

POPLAWSKY, A. & ISAACBON, R. L. Nimodipina accelerates recovery from

the hyperemctionality produced by septal lesions. Behavioral and Neural

Biology, v.53, p.133-139, 1990,

RETTORI, O.; VIEIRA-MATOS, A. N. & TAHIN, Q. S. Variability and

discontinuity of the pathognomonic systemic effects caused by the wasker

256 tumor progression inrats. Tumeori, v.81, p.370-377, 1905

o7




92.

93

94.

95.

96.

97.

g8.

RETTORI, O, VIEIRA-MATOS, A N. & GONTIJO, J. A. R. Reduced sodium
excretion in Waler 256 tumor-bering rats. Acta Physiclogica Latino
Americana, v.48 p.111-118, 1996,

REY, A.; BESEDOVSKY, H. & SORKIN, E. Endogenous biood levels of
corticosterone caontrol the immunologic cell mass and B cell activity in

mice. The Journal of immunology, v.133 n.2, p.572-575, 1984.

ROESS, D. A; BELLONE, C. J. & RUH, M. F. The effect of giucocorticoids on
mitogen-stimulated B-lymphocytes: Thymidine incorporation and antibody
secretion. Endocrinology, v.110, p.169-175, 1982.

ROSZMAN, T. L; CROSS, R. J.; BROOKS, W. H.; MARKESBERY, W. R.
Hypothalamic-immune interactions. II. The effect of Hypothalamic lesions

on the ability of adherent spleen celis to limit lymphocyte blastogenesis.
Immunology, v.45, p.737-742, 1982.

ROSZMAN, T. L.; JACKSON, J. C.; CROSS, R J.; TITUS, M. J.;
MARKESBERY, W. R. & BROOKS, W. Neurcanatomic and
neurotransmitter influences on immune function. The Joumnal of

immunology, v.135 n.2, p.769-772, 1985.

RUSTGI, V. K Epidemiclogy of hepatocellular carcinoma. Gastroenterology
Clinical North America, v.16, p.545-551, 1987.

SAAD, W. A ; CAMARGO, L. A, A; ANTUNES-RODRIGUES, J. & SIMOES, §
Effect of electrolytic and chemical lssion by idotenic acid of the septal area

on water and salt intake. Brain Research Bulletin, v.47, n.2, p.163-169,
1998.

98




99. SAPHIER, D.; ABRAMSKY, O.; MOR, G. & OVADIA, H. A neurophysiological
correiate of an immune response. Annals of the New York academy of
sciences, v.495, p.354-358,1987.

100. SCOTT, G. C. A Tumor transplantation and and tumor immunity: A personal
view. Cancer Research, v.51 p.757-783, 1891

101. SEGGIE, J.; SHAW, B.; UHLIR, . & BROWN, G. M. Baseline 24-hours
plasma corticosterone rhytm in normal, sham-operated and septally-
lesioned rats. Neuroendocrinology, v.15, p 58161, 1974

102. SEGGIE, J.; UHLIR, |. & BROWN, G. M. Adrenal stress responses following
septal lesions in the rat. Neurocendocrinology, v.16, p.255-238, 1974,

103. SEGGIE, J. & BROWN, G. M. Septal iesions and resting adrenal function:

apossibie explanation of conflicting findings. Neuroendocrinology, v.8,
p.367-374, 1971.

104. SEGURA, J. A, BARBERQ, L7 G. & MARQUEZ, J. Early tumor effect on

splenic Th lymphocytes in mice. Federation of European Biochemical
Societies Letters, v.414, p.1-8, 1997.

105. SEC, N. & TOKURA, Y Downregulation of innate and acquired antitumor
immunity by bystander v8 and off T lymphocytes with Th2 or Tr1 cytokine

profiles. Journai of interferon and cytokine research, v.19, p.555-
581, 1999.

106. SHRIKANT, P. & MESCHER, M. F. Control of syngeneic tumor growth by

activation of CD8” T cells: efficacy is limited by migration away from the

29




site and induction of nonresponsiveness. The Journal of Immunology,
v. 1682, p.2858-2866, 1999.

107. SHU, J.; STEVENSON, J. R. & ZHOU, X. Modolation of cellular immune
resdponses by cold water swin stress in the rat. Developmental and

comparative immunology, v.17, p.357-371, 1893.

108. SHURIN, M. R.; ZHOU, D.; KUSNECOV, A; RASSNICK, 8. & RABIN, B. &.
Effect of one or more footshocks on Spleen and blood iymphocyte

proliferation in rats. Brain, Behavior, and Immunity, v.8, p.57-85,
1994,

108. SNYDER, D. 8. & URANUE, E. R. Corticostercids inhibit murine macrophage
ia expression and interleukin 1 production. The Journal of

Immunoiogy, v.129, p.1803-1805, 1982.

110. SPEISER, D. E.; MIRANDA, R.; ZAKARIAN, A ; BACHMANN, M. F_; McKALL-
FAIENZA, K.; ODERMATT, B.; HANAHAN, D.; ZINKERNAGEL, R. M. &
OHASHI, P. S. Self antigens expressed by solid tumors do not efficiently
stimulate naive or activated T cells: Implications for immunotherapy.

Journal of Experimental Medicine, v.186, n.5, p.645-653, 1997.

111. STAVELEY-O'CARROLL, K; SOTOMAYOR, E.; MONTGOMERY, J.;
BORELLO, I; HWANE, L.; FEIN, S_; PARDOLL, D. & LEVITSKY, H.
induction of antigen-specific T cell anergy: An early event in the course
of tumor progression. Proceeding of the National. Academic

Sciences, v.85, p.1178-1183, 1998.

112. SUBIZA, J. L; VINUELA, J. E.; RODRIGUEZ, R.; GIL, J.; FIGUEIREDO, M.
A. & La CONCHA Development of splenic natural suppressor (NS) cells

100




in Ehrlich tumor-bearing mice. Internatinal Journal of Cancer, v.44,
p.307-314, 1889

113. TACAKS, F. J. Fluid and electrolyie problems in patients with advanced
carcinoma. Medical Clinics of North America, v.58, p.449-457, 1974,

114. TAITZ, A PETRUZZELL G.; PAK A S, WRIGHT, M. A; MATTHEWS, JP.;
RASLAN, W.F_; LOZANG, Y. & YOUNG, M.R. Immune parameters of
mice bearing human head and neck cancer. Cancer Immunology and
immunotherapy, v.40, n.5, p.283-81, 1995,

115. TANNOQCK, | F. Biology of tumor growth. Hospital Practice, v.aprii, p.81-
93, 1983.

116. TAYEK, J. A. & BRASEL, J. A, Effects of tumor necrosis factor-o on skeletal
muscle and Walker 256 carcinosarcoma protein metabolism studied in
vivo. Cancer Research, v.90, p.2765-2768, 1990.

117. TOAL, 4. N MILLAR, F. K; BROOKS, R H. & WHITE, J. Sodium retention
by rats bearing the Walker carcinosarcoma 256. Americam Journal
Phisiology, v.200, p.175-181, 19561,

118. TOPOLIAN, 8. L. MHC class I restricted tumor antigens and the role of
CD4" T cells in cancer immunotherapy. Current Opinion in
immunology, v.8, p.741-745, 1994.

119. TYREY, L. & NALBANDOV, A. V. Influence of anterior hypothalamic lesions

on circulating antibody titers in the rat. American Journal of

Physiology, v.222 n.1, p.17%-185, 1972.

161




120, TZYY-CHOQOU WU  immunciogy of the human papilloma virus in relation to

cancer. Current Opinion in immunoclogy, v.6, p.746-754, 1994

121. UHLIR, 1.; SEGGIE, J. & BROWN, G. M. The effect of septal lesions on the
threshold of adrenal stress response. Neurcendocrinology, v.14,
. 351-355, 1874

122. VIEIRA, 8. & HOFMANN. R. Tépicos Especiais. Estatistica experimental.
$S&o0 Paulo: Editora Atlas S. A, 1989. ¢.11, p.138-156.

123 VIERBOOM, M. P. M., NIUMAN, H. W.; OFFRINGA, R; VAN DER VOORT,
E.1 H.,; VAN HALL, T.; VAN DEN BROEK, L.; FLEUREN, G. J.
KENEMANS, P; KAST, M. W. & MELIEF, C. J. M. Tumor eradication by
wild-type p53-specific cytotoxic T lymphocytes.  Journal of
Experimental Medicine, v.186, n.5, p.695-704, 1897.

124. WILSON, M. & CRITCHLOW, V. Effect of septal abiation on rhythmic

pituitary-adrenal function in the rat. Neuroendocrinology, v.14, p.333-
344, 1974,

125. WRONA, D.; JURKOWSKI, M. K.; TROJNIAR, W.: STASZEWSKA M. &
TOKARSKI, J. Electrolytic lesions of the lateral hypothalamus influence

peripheral blood NK cytotoxicity in rats. Journal of Neuroimmunoiogy,
v.55, p.45-54, 1984,

102




ANEXO 1

Relacéo entre o didmetro médio do tumor {mm) & seu peso {g).

um g mm g i g

8 0,05

g 0,10

10 0,15 30 8,20 50 27 1
11 0,20 31 £,80 o1 28,2
12 0,30 32 7,30 52 29,6
13 0,40 33 7,90 53 31.2
14 0,50 34 8,80 54 32,8
15 0,80 35 8,70 55 34,5
16 0,80 36 10,8 56 36,2
17 1,00 37 11,4 57 37.9
18 1,20 38 12,4 58 38,6
18 1.50 38 13,8 58 41,2
20 1,80 40 14,5 &80 42,9
21 2,00 41 15,8 61 44 6
22 2,40 42 16,8 62 46,3
23 2,70 43 18,0 63 480
24 3,00 44 19.3 64 497
25 3,20 45 20,5 65 51,4
26 3,60 46 21.8 66 53,1
27 420 47 23,2 67 548
28 490 48 246 68 56,5
29 5,60 49 25,8 69 58,2
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Abstract

In the course of studies on the effects of septal area lesions on
neurcimmunomodulation and Walker 256 tumor development, it was
ohserved that tumor-induced sodium and water retention was less
marked in lesioned than in non-lesioned rats. In the present study
possible mechanisms involved in this phenomeneon were investigated.
The experiments were performed in septal-lesioned (LW N =15} and
sham-operated {SW: N = 7} B-week-old male Wistar rats, which
received multifocal simultanecus subcutaneous {s¢) inoculations of
Walker 236 tumor cells about 30 days after the stereolaxic surgery.
Control groups (no tumor, sham-operated food-restricted (SFRY, N =
7y and lesioned food-restricted (LFR, N = [{) were subjecied to a
feeding paitern similar to that observed in tumor-bearing animals,
Multifocal inoculation of Walker 256 tumor rapidly induces anorexia,
which is paradoxically accompanied by an increase in body weight, as
a resnit of renal Na® and fluid retention. These effects of the tumor
were also seen in LW rats, although the rise in fractional sodium
halance during the early clinical period was significantly smaller than
n SWrats{day4: SW=476+64% and LW = [3.8£5.2%; day 5: SW
=3573x35% and LW =257 £ 4 8%, day 6: SW =544 + 3.8% and
LW == 321 + 4.4%; P<0.05), suggesting a temporary reduction in
tumor-induced sodium retention. In contrast, urine output was signi-
icantly reduced in SW rats and increased in LW rats {LW up 10 -0.85
and SW up to 4.5 m/ 100 g body weight), with no change m osmolar
excretion. These temporary changes in the tumor’s effects on LW rats
may reflect a “reversal” of the secondary central antidiuretic response
induced by the tumor (from antidiuretic to diurebic).

Key words

« Nat retention

s Secondary diuretic response
= Tumar systemnic effects

o Septal area lesion

» Multifocal tumor inoculation
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Introduction

Human and experimental cancers usu-
ally grow for variable periods of time with-
out disturbing the host's physiclogy. How-
ever, once the first signs of homeostatic
disturbances become evideny, they show a
rapid, sometimes fulminant evolution (-4
The homeostatic disturbances associated with
cancer are usually manifested as alterations
in food and water intake, as well as in water-
electrolyle composition, temperature, neu-
rovegetative functions, immunofunction, and
so on {5-9),

since the lmbic system plays 1 key role
in regulating the major homeostatic func-
tions, and since the various systemic effects
induced by fummors are initiated suddenly and
simuitanecusly and are rapidly followed by
irreversible general homeostatic alterations
culminating in the host’s death, it seems
reasonable to suppose that the tumor’s sys-
temic effects could be a consequence of
alteration of limbic system physiclogy.

Impaired salt-waler excretion is 2 well
known systemnic effect of cancer, and has
been studied in several animal models in-
cluding Walker 256 tumor (5,6,10,11). Re-
cent evidence from our laboratory indicates
that the sodium retention induced by Walker
256 tumor s a primary renal tubular effect
{11} rather than being secondary 1o adrenal
hyperfunction or salf sequesiration by the
growing tumor {12-15).

in the course of studies on the effects of
septal area lesions on neuroimmuncmaodula-
tron and Walker 256 tumor development, we
observed that tumor-induced sodium and
water retention was less marked in lesioned
than in non-lesioned rats. This finding sug-
gested a role for the septal area in tumor-
induced sodium retention since the septal
nucleus belongs to a supra-hypothalamic re-
gion invelved in the behavioral control of
water and sodium balance {16-18) In the
present study, we have investigated the
mechanisms involved in this phenomenon.

¥ Gubmariies et al.

The experiments were performed in septal-
lesioned and control (sham-operated) rats
receiving muitifocal simultancous subeuta-
neous {s¢) inoculations of Walker 256 mmor
cetls. Use of the multifocal tumor mode] was
critical in this work because it markedly
anticipated and synchronized the onset of
the tumor’s systemic offects,

Material and Methods
Animals and brain surgery

Eight-week-old male Wistar rats were ob-
tamned from the UNICAMP Ceatgral Animal
House, The rats were anesthetized with ether
and fixed in a sterectaxic instrument for small
animals (Krnegh-Johnson type). Brain lesions
were produced by bilateral aspiration of the
septal area with 2 cannula {1 mm in diameter)
connected 0 & vacuum pump. The cannula
was inserted into the brain 1 mm anterior to the
bregma, | mm lateral to the mudling, at a 5¢
angle to the sagiltal plane and 6 mm under the
dural surface, based on the stereotaxic coordi-
nates of an atlas of the rat brain { 19). When the
cannula was in position, negative pressure (10
mmHg) was applied for 10 5. After surgery,
the rats were handled as during the experimen-
tal period until their recovery (about 30 days),
in order to familiarize them with the subse-
quent procedures that could otherwise be stress-
fisl {0 septal-lesioned animals (20).

At the end of the experiments, the brains
were removed and frozen and coronal sec-
tions were obtained (20-30 um). The extent
of the lesions was examined in toluidine
blue-stained sections (Figure 1), Controf
sham-operated rats were submitted o the
same procedure, except for the vacuum pump
aspiration,

Experimental conditions and parameters
measured

The rats were housed in Individual mela-
bolic cages in atemperafure-controlied room
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(22 & 1°CY on & 12-h light-dark cycle and
were orovided with a standard rat chow
{Labina, Purina} and tap water ad fibitum,
except for the food-resiricted groups ds-
scribed below. Body weight, food consump-
fion and urine volume, osmolality and Na*
exerstion were determuned daily. Urinary
sodivm evels were measured by flame pho-
tometry and osmolality by cryoscopic point
changes. Afler natural death, autopsies were
performed and the presence of possible me-
tastases or other macroscopic abnormalities
capable of interfering with the results was
recorded.

Tumor

The Walker-236 line A (onigmally ob-
tained from the Christ Hospital Line, Na-
tional Cancer Institute Bank, Cambridge,
MA, USA) was donated by Dr. M.C. Cintra-
Gomes (Department of Physiclogy, iB,
UNICAMP) and was stored in liquid nitro-
gen or grown through consecutive subcuta-
neous {3¢) or intraperitoneal (ip) passages.
After at least three consecutive ip passages,
4 1 10# viable ascitic cells, suspended in 0.25
ml of Ringer-lactate, were inoculated sc at
gach ofeight sites in the dorsolumbar region.

The multifocal tumor model

In the usual experimenta! studies {one
single sc tumor incculation/rat), the systemic
effects of tumors initiate unpredictably in
individuals of the same group, between 6
and 40 or more days after inoculation. Atthis
point, many rats bear large tumor masses and
metastases, the mechanical effects of which
muay mask the sudden and rapid develop-
ment of the pathognomonic systemic effects.
Simullaneous multifocal sc inoculations were
performed in the present study in an attempt
to anticipate and synchronize the initiation
of systemic ¢ffects among the animals of a
given group. With this procedure, the pathoz-
nomonic systemic effects initiate in 100% of

the animals within 3-5 days afler tumor call
inpculation, at which point the animals bear
tiny fumors, but no signiticant metastases.
This approach does not alter the characteris-
tics and duration of the subsequent final
stages of the illness (10}

Data synchronization

Drespite the marked ingrease in the syn-
chronization of effects provided by the mul-
tifocal tumor model, a significant degree of
non-synchronization stil remains since the
systemnic effects are not strictly initiated on
the same day, develop very rapidly and pres-
ent two phases {moderate and severe) with
different individual duration. Thus, a simple
averaging of individual daily data would
mask the real information at this critical
stage of the illness. To circumvent this prob-
fem, we employed a “synchronized aver-
age”, similar to that used in physioclogy to
average parameters such as individual elec-
trocardiograms or nerve action potentials.
Details of'this procedure have been described
elsewhere (10

Data analysis

The results are reported as means £ 5EM.
Fractional sodium balances were calculated
daily using the following formula: fractional
Na® balance = (input-output} x 100/nput,
where input 18 the food intake {g/day) x dict
ion content {mEqg/g), and output is the urine
volume {ml/day) x urine concentration (mEg/
ml).

Post-hoe comparisons of means were
performed using the least significant differ-
ence test {planned comparison) among mul-
tiple groups or the Student rtest for two
groups. The level of significance was set at
Py 05

Experimental design

The study was performed on 39 animals
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septof iai nucleus. In some
rats, the iesion may have in-
cluded the sepiohypothalamic
adcleus,  triangular septal
nucleus, septal projection of the
fornix and a small anterior por-
don of the corpus caliosum.
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0.20 mm

Table 1 - Average duration {days) of the subclint
cal (sCF} and clinical (CP} perjods and survival
SV} of rats multifocally inoculated with Walker
286 tumor, sham-operated (8W, N = 7} and sep-
tallesioned (LW, N = 15

The valuss are reporied as the means + SEM for
the number of rats indicated by N.

SW N = 7)

sCP 30+ 02 28 =0
op P+ 08 70+£03
5 107 2 08 96 225

B Guimardes et &

divided into four groups, as follows: 5W
{sham-operated Walker), 7 animals: LW (sep-
tal~lesioned Walker), 1 5 animals; SFR (sham-
operated food-resiricted), 7 ammals; LFR
{lesioned food-restricted), 10 animals. Food-
restricied animals (no tumor, SFR and LFR
groups) were subjected 1o a feeding pattern
similar 1o the average food ingestion ob-
served in tumor-bearing animals during the
hypophagic stage of the disease.

Results
Brain lesion

Asg expected, aspiration of the septal area
produced a large lesion involving the medial
and lateral {dorsal, intermediate and ventral)
septal nucleus, in addition to part of the
septofimbrial nucleus. In some animals, the
tesion may have included the sepiohypotha-
lamic nucleus, the trianguiar septal nucleus,
the septal projection of the fornix and a small
anterior portion of the corpus callosum {Fig-
ure 1.

Tumor angd disease evolution

All tumnor cell inoculations gave rise to
continuously growing tumors which were
palpable within 2-3 days. Independently of
the group, in the tumor-bearing rats the dis-
ease followed s discontinuous pattern of
evolution {10} with an initial period free of
detectable systemic effects {subclinical pe-
riod; sCP), that was suddenly interrupted by
the symptomatic period {clinical period; CP).
Table 1 shows the average duration of these
periods. The onset of the CP ocourred 2-3
days after tumor cell inoculation, independ-
ently of the lesion, and was characterized by
pathognomeonic and sudden development of
alterations in fundamental homeostatic
mechanisms, including appetite inhibition
that was paradoxically accompanied by a
gain in body weight due to sodium and fluid
retention. The sudden manifestation and rapid




progression of these homeostatic alterations

are llustrated in Figure 2. Body weight inthe

LW group did not rise as much as in the SW

group, nor did the sodium excretion decrease

as much inthe LW group ag in the 8W group

during the early days of UP. Thus, 5W rats
becarne significantly different from theirnon- =
mmor-bearing food-restricted controls (5FR)
after the fifth day for body weight {Table 2}
and after the fourth day for sodium excretion
{Table 3), while in the LW group this only
occurred (LW in relation fo LFR) afier the
sixth day for body weight {Table 2} and after
seventh day for sodium excretion {Table 33
Stgnificant differences were also observed
between the LW and 3W groups at 6-7 days
for body weight and at 4-6 davs for sodium
excretion {Figure 2).

Body weight {

Fractional sodium balance % W
] ‘ . b o 10 A
Before the onset of sysiemic effects (up & B
to the third day), sodium handling in tumor 6] h
bearers was not different from that of food- e@
restricted rats {SFR and LFR groups) {Figure 0 ;
3y, During this period (sCP), the fractional 4

sodium balance was approximately 25%, in-
dicaling that about 75% of the ingested so-
dium was excreted through the kidneys. Af-
ter the third day, when the systemic effecis
becarne apparent in tumor bearers and food
intake decreased in all groups, the differ-
ences in sodium handling became very
marked. In SFR and LFR rats, the fractional
sodiam balance decreased, indicating an in-
crease in the fraction of ingested sodium G
excreted through the kidneys, which was 2 0
well above 100% after day 7 (Figure 3). This

progressive increase in the relative renal so-

dium excretion which was observed in both

the SFR and LFR groupsrepresented a physi- Figure 2 - Time course of the changes in hody weignt and renal Na* excration
o%ogécai response o the bOé}" Weighi loss in septalesioned tumor-bearing rats (LW, N =
geen in these apimals. perated tumor-beanng rats SV, N

[
i,

t T s 1
4 G 8 0 12

ays after tumor inccuiation

[wRLSIE

b compared with sham-
1 and therr respecuve non-tumor-

An opposite, non-physiclogical response
was observed in 8W and LW rats when the
fractional sodium balance suddenly started
to increase, indicating that the fraction of

13 rats. Food intake is given for the SFR and LFR

{CP, body : 1 and g Na™ excre-
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sodium excreted through the kidneys de-
creased to values close 10 40%. Neverthe-
fess, the rise in fractional sodium balance
during the early days of CP was smaller in
LW than in 8W rats, since SW rats became
significantly different from their non-tumor
food-restricted controls (SFR) by the fourth
day after tumor cell incculation (SW = 47.6
= 6.4% and SFR = 4.5 = 8.3%; P<0.03),
while in the LW group (LW in relation to
LFR} this only occurred after day 5 (LW =
25744 8% and LFR=10.523.0%; P<0.05).
Besides, the fractional sodium balance of the
LW group was significantly lower than in
the SW group from day 4 10 6 (day 4: SW =
47.6 = 6.4% and LW = 138 &£ 52%: day 5:
SW =3575+35% and LW = 257 + 4.8%;

= 2 - Body w :gh (%) frare the fourth 1o the seventh aay after tumor cail

r&,u‘"f ion in shamcoperated tumor *beamg S\u
tumorbearing L 1\; N 1;;} rats!

Data ara cr*rmam@‘ ic the,r respemv@ non- ?Lﬂ"@;—bearmg cmszs ig,

7t and’ deptal _~;@5;<}fje:j

sham—

operated food-resiricted EFR N=T and sepial- sessmed fcs}d»msmcfed L ?F%
= 10} rats. 89C P2g 05 {feast significant mr‘ere%e test, S3Wx SFR and LW x F

Day Body weight (%]

SW N = 7 SFR N = Lf«!‘é N o= 15}
4 1018+ 08 1605+ 4.4 988 = 05
5 22 1.08 98.7 £ 027 1002 + 0.9
8 1040 + 1.08 971+ 030 1018 = 079
7 1083 £ 1.1%¢ 953 = 0,37 02T o R

Table 3 - Renal sodium sxorstion immolidayl from the fourth 1© the seventh day
afrar wrnor cell npcuiation in sham-operated umorbearing (SYW: N = 7} ang

sepiekezoned tumor nearmg

Deta are compared to their respective non-tumar-bearing controls, e,

LW N = 15} rats,

sharn-

operated food-restrictad (SFR N = 73 and septaliesioned food-restiicted (LFR: N
= 104 rats. 89% P<0.06 fleast significant difference tost, W x SFR and LW x LER),

SWiN=T) SFRiN =7 LFR i = 10
4 1.4 & 0280 28+ 0720 26 & 03 27 % 6.1
E 17 & 018 28 = 023 18 £ 018 23 % 0.1
5 1.3 1 02 25 ¢ Q70 1.8 % 010 2F % 01
7 1.3 2 0.7 22 =018 1.4 % 01b 2.1 = 0.1
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day 6: SW =544 £ 38% and LW =32.1 2
4.49%; P<0.05) (Figure 3}, All ofthese results
suggest that during this period a reduction
in tumor-induced sodium retention had
taken place, although later on the Rl wmor
stiect also developed in the septal-lesioned
rats,

Changes in body fluids

Indirect evidence of a change in water
balance accompanying sodium retention was
obtained by observing body weight and urine
volume changes. Asshown in Figure 4, food-
restricted rats (SFR and LFR groups) pre-
sented a rise in urine sutput during P as a
consequence of the body weight loss seen in
these animals, However, in tumor-bearing
rais, although urine output had been signifi-
cantly reduced in SW rats {up to -0.85 m¥/
100 g body weight) and increased in LW rats
{upto4.5 ml/100 g body weight), both groups
presented a body weight gain which indi-
cated water retention. Figure 5 shows the
fluid retention of the SW and LW groups by
plotting the differences between body weight
of tumor-bearing groups and their respective
controls (SW minus SFR and L'W minus
LFR).

Osmolar excretion

The fractional sodium balances and indi-
rect water balances just presented show that
during the initial days of the systemic effects
LW rats retained less sodium and excreted
more uring than tumor-bearers that were not
fesioned (SW). To determine whether an
alteration in the glomerulo-tubular balance
could account for the reduction in tbular
sodium reabsorption in these animals, osmo-
far excretion was assessed {Table 4). There
was no inerease in osmolar excretion during
the CP of the disease in any group, indicating
that only water diuresis, and not osmotic
diuresis, had occurred in rais of the LW
group.
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Autopsy findings

Autopsies revealed only incipient lymph
node metastases that could not have inter-
fered with the present resulis

Drscussion
Tumeor and disease evoiufion

In the present study we confirmed that,
although the time course of Walker 256 -
mor followed its usual pattern of evolution
(i withansCPand CP inboth SWand LW
rats, in the latter animals wumor-induced so-
divm and water retenfion was temporarily
reduced. The mukifocal tumor moculation
meadel was fundamental 1o this study since
it dramatically hastened the onset of
tumor effects and abrogated individual dif-
ferences in the time course of the disease. In
contrast to single site tumor inoculation (10},
the tumor started very early in all animals,
independent of the presence of septal le-
sions. At this stage the mechanical effects of
twmor masses or metatases werg Insignifi-
cant, allowing the effects observed o be
inferpreted as systemic or remote effects of
the tumor,

Effect of septal lesions on tumor-induced
alterations in water and electrolyie balances

The shople analysis of the time course
changes in body weight and sodium excre-
tion in intact, sham-operated and septal-
lesioned rats confirmed that the tumor had
a reduced effect on salt-water balance in
the last group (Figures 2 and 5). In 5W
rats, tumor-induced anorexia was paradoxi-
cally accompanied by a body weight gain
because of sodium and water retention
{10,711, while in LW animals the initial ef-
fect on sodium and water refention was lem-
porarily reduced. As expected, SFR and
LFR ammals showed a reduction in body

weight.

60 4

2‘/:
&
o
E oo
. O-
:,: & Q ........
"‘:_“,’ ) -
s “k
40 4 sCP ce 8
AU ¥ ; T T i

Davs afier tumor ine

i sepialSesioned
Tior-hearing fals
wam-operated food-
1l

their respective mor-beaning contrals, s
esioned foodrestricted (LFR; M = 10 rats. The fra
sedivim balance 3 calcuizted as lnputcutput) x 100Annuz, whare input is the foed
intake ig/day) ¥ dist sodium contant (ImEg/al, and output is the wring volume imifdayl x
uring sodium goncentration (mEg/mll. During the clinical period {CP), the tumor-
induced Nat retention was temporarity reduced in LW rats compared with SV rats
{least significant differance test, *P<0.05 for SW x LW, sCP, Subciinical pericd.

restricted (SFF

sCP cpP

nif TG0 g body weightl

output chaerved in septablasioned tumar-nearing rats
nerated tumor-bearing SW, N = 7} and their
ated food-restricted {SFR; N = 7

the clinic o0 {CP), the




Figure & -« Fluid retenticn
changes of sham-oparated (SW)
and septal-esionad (LW tumor-
bearing groups shown by plot-
ting the differences betwaan
body weight of tumor-bearing
groups and their respective can-
trods (Figure 2; SW minus sham-
operated food-restricted (SFR)
and LYY minus septal-iesioned
food-restricted (LFRY. sCP, Sub-
ciinical period; CP. ¢linical pe-
riod.
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Possible mechanism of temporary reduction
in sodium reabsorption in LW rals

Since the osmolar excretion did not in-
creasein LW rats (Table 3}, it seems unlikely
that an alteration in the glomerulo-tubular
balance could account for the reduction in
sodium reabsorption in these rats. Thus, the
elevated urine ouipul in LW rats observed
during CF reflected an increased water ex-
cretion {water diuresis). Furthermore, itseems
reasonable to suppose that the decrease in
sodium and fluid reabsorption in septal-
lesioned rats could reflect the development
of a secondary diuretic responss which would
be a “reversal” of the secondary antidiuretic
response seen in SWrats (10,11} In this case
antidiurstic hormone (ADH) may be in-
volved. The main effect of ADI is water

_ e S - SFR
o o ke | W - LFR
=1 sop . CP 7
é?@“ /
215 @/“
= e
210 */‘*
£ </
g 5 ;'/;&,,.A
S g S )‘/::
T B LR =
&
fan} 5 '

w

-2 G 2 4 8 8 9 1
Days after tumor inoculstion

Table 4 - Comparison of osmolar exoretion
imOsmfday) during the diinical perict {CF; aver-
age of valugs obtained on days & 1o 7) and the
subclinical period =2CP! in septallesioned wimor-
bearing (LW, N = 15}, sham-operated wmor-bear-
myg (W N = 7, sham-speraied foodrestricied
(5FR; N = 71 and sepiaHesioned food-resiricied
(LFR; N o= 10} groups.

sCP ce

imsn/day!

BWIN =7 382+ 21 3232129
SFR N = 71 354 + 2.8 353+ 2.2
483 + 71 413 £ 1.8
328+ 21 311 217

ECulmardes of al

retention, but this hormone also induces some
sodium retention {213, Thus, in infact rais,
ADH may potentiate the twmor-induced so-
dium retention, while in lesioned rats, inhi-
bition of ADH release due to the lesion
would result in a large volume of diluted
uring accompanied by z reduction in sodium
reabsorption.

in our working hypothesis, one or more
humoral factors of tumoral origin would in-
duce renal MNa® retention which would el-
evate the plasma Na” concentration followed
by water reteniion (10,11}, In fact, during CP
we have found a significant rise in plasma
Na' concentration in multifocally inoculated
rats when compared with food-restricted
controls {plasma [Na'] in tumor-bearing rats
=156 = 2.3 and in food-restricted controls =
142 & 2.6, P<0.01; Rettori O, unpublished
data}. Thus, we suppose that this combina-
tion might lead to conflicting physiclogical
signals for ADH release when a high exira-
celiular Na™ concentration {and osmolality)
acting through hypothalamic receptors in-
duces ADH release, while a high exiracellu-
lar volume acting through the vascular vol-
ume receptor would lead to ADH inhibition.
In SW rats, the net result would be a rise in
ADH (ow volume of concentrated wrine
accompanied by some sodium retention),
while i LW rats the result would be amarke
ADH inhibition (large volume of diluted
urine with some decrgase in MNa' reabsorp-
tion), possibly as a result of lesions in the
septal area pathways involved in ADH re-
iease (22). This proposition supports the
hypothesis described previously that one sep-
tal role in water regulation s to stimulate
supraoptic cells dunng dehydration which
then release more ADH, causing the animal
to conserve water {23). To confirm our prono-
sition, future experiments with ADH con-
cenfration studies should be planned,

Conclusion

Sedium and fluid refention induced by




Septal fesions and timor-

ceed Na”

retenlion

the Walker 256 tumor was temporarily re-

duced 1n
Thas ¢f

animals with semial area

duced antinairiuretic effect,
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