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RESUMO

A caquexia neoplasica envolve uma complexa rede de variaveis metabdlicas, nas
quais estao implicados diversos mediadores quimicos que podem atuar como
iniciadores ou perpetuadores deste processo. As células Walker 256 séo utilizadas
como modelo para o estudo desta sindrome. O objetivo deste estudo foi avaliar a
utilizacdo dos aminoacidos L-glutamina e L-arginina como substratos metabdlicos,
assim como a producao de alguns mediadores inflamatérios secretados por estas
células que podem contribuir para a progressdo do estado caquético. Algumas
caracteristicas morfolégicas do tumor ascitico de Walker foram descritas. Foram
analisadas a producao de L-lactato, espectrofotometricamente pela producédo de
NADH e a atividade das glutaminases (dependente de fosfato e independente de
fosfato) em um ensaio acoplado com a glutamato desidrogensase, como indices
da efetividade desta via nas células do tumor ascitico de Walker 256. Desde que
os mediadores inflamatérios estdo envolvidos na manifestacdo desta sindrome, a
producédo in vitro de 6xido nitrico (NO) foi avaliada pela produgao de nitrito. Além
disso, as citocinas (TNF-a e IL-6) (kit Amersham Bioscience) e prostaglandina E;
(PGE.) (kit Cayman Chemical) foram avaliadas por nas células Walker 256
isoladas a partir do tumor ascitico. Ap6s 4 ou 5 horas, um aumento significativo na
producdo de NO foi observada. Quando isoladas a partir do tumor ascitico 6 dias
apos o implante, foi detectada uma menor producao de IL-6 e maior producao de
TNF-a em relagcao ao tumor com 4 dias apds o implante, indicando uma relacao
entre a producdo de citocinas e o tempo de desenvolvimento do tumor. Foi
também observada uma producdo aumentada de PGE; pelas células Walker 256
isoladas do tumor com seis dias apds o implante. As poliaminas também foram
determinadas por HPLC nas células Walker 256. Os niveis de putrescina,
espermidina e espermina ndo mostraram diferencas significativas ao longo do
desenvolvimento do tumor com 4 ou 6 dias apds o implante. Evidencias diretas da
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e de PGE, pelas células Walker 256
sugerem que esses mediadores podem dirigir a sindrome caquética no
hospedeiro, sendo este efeito dependente do tempo de desenvolvimento do tumor.

Palavras-chave: Tumor de Walker 256, caquexia, mediadores pré-inflamatérios,
poliaminas.
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ABSTRACT

The neoplasic cachexia evolve the complex net of metabolic variables, which are
concerned several chemical mediators seem to act as initiators or perpetuators of
this process. Walker 256 cells are used as model for the study of this syndrome.
The objective of this research was to evaluate the utilization of L-glutamine and L-
arginine as metabolic substrates and the production of substances secreted by
these cells that may contribute to the progression of the cachectic state. The L-
lactate production was detected spectrophotometricly by NADH production and the
glutaminase activities (Pi-dependent and Pi-Independent of phosphate) by assay
copled to glutamate desidrogenase to denote the effectivity of glutaminolitic
pathway in cells of Walker 256 ascitic tumor. Since inflammatory mediators seem
to be involved in the manifestation of this syndrome, the in vitro production of nitric
oxide (NO) was detected by nitrite production. Therefore the cytokines (TNF-a and
IL-6) (kit Amersham Bioscience) and prostaglandin E2 (PGE,) (kit Cayman
Chemical) were evaluated in Walker 256 cells isolated from ascitic tumors. After 4
or 5 h, a significant increase in NO production was observed. When isolated from a
6-day-old tumor, a significantly lower production of IL-6 and higher production of
TNF-a than cells from a 4-day-old tumor were observed, indicating a relationship
between the production of cytokines and the time of tumor development after
implantation. Considerable production of PGE, by Walker 256 cells isolated from
the 6-day-old tumor was also observed. Polyamines were also determined by
HPLC in Walker 256 cells. Levels of putrescine, spermidine and spermine did not
show significant differences in tumors developed during four or six days. Direct
evidence of the release of proinflammatory cytokines and PGE, by Walker 256
cells suggests that these mediators can drive the cachectic syndrome in the host,
the effect being dependent on tumor development time.

Key words: Walker 256 tumor; cachexia, pro-inflammatory mediators, polyamines.
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1 INTRODUCAO

Dados estatisticos demonstram que pacientes portadores de cancer
avancado desenvolvem graves disturbios metabdlicos, que sdo decorrentes da
competicdo por nutrientes estabelecida entre o tumor e 0 organismo
hospedeiro (ARGILES et al., 2006). Os pacientes perdem peso, apresentam
lipdlise acentuada, perda de proteinas musculares e viscerais, anorexia,
nausea cronica e fraqueza (MARTIGNONI et al., 2003). Tais sintomas conhecidos
por caquexia associada ao cancer, tém consideravel importancia, ja que existe
uma clara correlacdo inversa entre o grau de caquexia e o indice de
sobrevivéncia dos pacientes. A caquexia é descrita em 70% dos pacientes
portadores de cancer avancado e via de regra, € causa mortis de até 25% dos
casos observados para esta condicdo (KOTLER, 2000).

O jejum intenso decorrente da anorexia, propria desta sindrome,
desencadeia importantes desvios metabdlicos no hospedeiro, os quais estao
associados a presenca de diferentes fatores circulantes, tanto humorais como
de origem tumoral. Dentre as substancias humorais que possuem papel chave
no estabelecimento da sindrome caquética estdo as citocinas. Estes
mediadores sdo produzidos pela maioria das células do organismo, sendo que
os macréfagos constituem a principal fonte destas moléculas (SAINI et al.,
2006). E bem estabelecido que os macréfagos possuem um alto potencial
secretoério, sendo responsaveis pela liberacdo de centenas de substancias que
incluem as citocinas e o 6xido nitrico, porém, pouco se tem investigado sobre o
potencial de producdo destas moléculas sinalizadoras pelas proprias células

tumorais (BEN-BARUCH, 2006).
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Estudos recentes indicam que as citocinas imunosupressoras
secretadas pelas células tumorais podem comprometer a resposta do
hospedeiro, enquanto que aquelas que ativam as células T e mediam a
atividade imunolégica podem induzir ou aumentar a imunidade contra os
tumores (BELARDELLI et al., 2002). Varios trabalhos tém investigado o papel das
citocinas pré-inflamatérias no desenvolvimento da sindrome de caquexia, tais
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), a interleucina-1 (IL-1), a
interleucina-6 (IL-6) e o interferon-gama (IFN-y) (ARGILES et al., 2005).

As células do tumor de Walker 256 vém sendo utilizadas em varios
estudos sobre a patofisiologia do cancer e a sindrome de caquexia (GUAITANI et
al., 1983; HE et al., 2003; IKEDA et al., 2004) e mais recentemente, também vém
sendo utilizadas em modelos para o estudo da dor caracteristica do cancer
(MAO-YING et al., 2006; Rossy et al., 2007; BRIGATTE et al., 2007). Em ratos
inoculados com estas células o tumor cresce em um periodo curto (5 a 8 dias),
aparentemente sem causar disturbios fisiolégicos. Este periodo subitamente é
interrompido pelo periodo de crescimento rapido do tumor, que é concomitante
a mudancas metabdlicas intensas no hospedeiro (BUFFON et al., 2006). Embora
estas células sejam muito utilizadas como modelo de estudo do processo
caquético, pouco se conhece sobre o metabolismo de aminoacidos das
mesmas e tampouco sobre a producdo de compostos que participam do
estabelecimento do quadro de caquexia, caracteristico dos animais portadores
do tumor ascitico.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar a operacionalidade
de algumas vias metabdlicas e quais substancias seriam secretadas por essas

células que poderiam contribuir com o desenvolvimento e ou progresséo para o
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estado caquético. Em tumores Walker 256 na forma ascitica foram investigadas
algumas vias de utilizacdo dos aminoacidos L-glutamina e L-arginina e a
producdo das poliaminas putrescina, espermidina e espermina, bem como a
liberacdo de mediadores tais como o 6xido nitrico (NO), as citocinas IL-6 e
TNF-a e a prostaglandina E, (PGE.). A avaliacdo da produgcdo destes
mediadores neste modelo de estudo para essa sindrome, disponibilizara um
melhor entendimento que contribuira para o desenvolvimento de novas drogas
e tratamento para tumores em que a caquexia ocorre, como uma manifestacao

paraneoplasica em organismos hospedeiros.
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2 REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1. SINDROME DE CAQUEXIA

O termo “cachexia” etimologicamente é originario do grego e tem o
seguinte significado “kakos = ruim” e “hexis = estado, condi¢cao”. A caquexia
consiste de um complexo estado metabdlico de grande debilidade do
organismo que se caracteriza por perda de peso involuntaria e progressiva,
deplecao da maioria das reservas do tecido adiposo e musculo esquelético que
contribuem significativamente para a mortalidade dos pacientes (YOUNES e
NOGUCHI, 2000; MARTIGNONI et al., 2003). Pelo menos a metade dos pacientes
com céancer, especialmente aqueles que apresentam tumores solidos como os
tumores pulmonares e gastrointestinais, dentre outros, sdo portadores da
sindrome caquexia-anorexia (INuI, 1999).

A sindrome da caquexia envolve uma complexa rede de variaveis
metabdlicas e comportamentais levando ao comprometimento da qualidade de
vida dos pacientes portadores de cancer (TISDALE, 1997). Embora a etiologia
desta sindrome ainda nao esteja totalmente definida, esta parece estar
relacionada aos niveis de hormdnios circulantes, a producdo de
neuropeptideos e neurotransmissores, a producao de citocinas por células da
defesa imunoldgica e a fatores secretados pelo proprio tumor (PLATA-SALAMAN,
1991; SCHWARTZ et al., 1995, TISDALE, 2002).

A caquexia pode ser visualizada como uma manifestacao clinica crénica
em resposta a um processo inflamatério sistémico (RUBIN, 2003a), com alta

taxa de sintese hepatica de proteinas resultando na deplecdo de aminoacidos
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essenciais e no aumento do metabolismo de gorduras, levando o organismo a

perda significativa de massa corporal (KOTLER, 2000).

2.2. ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO DAS CELULAS TUMORAIS

As complexas adaptacdes no metabolismo intermediario das células
tumorais caracterizam-se por um desequilibrio que favorece a proliferacdo
celular. Estas células podem utilizar virtualmente qualquer substrato como
glucose, lipidios ou aminoacidos, cuja importancia relativa varia de acordo
como o tipo e estagio de desenvolvimento de um determinado tumor. A
utilizagdo dos carboidratos como substrato das células tumorais €, entre as vias
metabdlicas, a mais compreendida (WILLIAMS e SiDIQUI, 1990).

Um dos mecanismos basicos envolvidos no desequilibrio metabdlico
referente ao metabolismo de carboidratos das células tumorais e daquelas
normais, porém, sujeitas a rapida proliferacéo, refere-se ao Efeito Crabtree,
que se caracteriza por uma atividade respiratoria diminuida durante a utilizagao
da glucose. O mecanismo molecular envolve a presenca de um tipo de
isoenzima da piruvato quinase que, nas células tumorais € do tipo M2 (ou K), a
qual é estimulada por frutose-1,6-bisfosfato (F-1,6-bisfosfato) e fortemente
inibida por L-aminoacidos como alanina, fenilalanina, cisteina e leucina
(GOSALVEZ et al., 1975; MELO et al., 1998; MAZUREK e EIGENBRODT, 2003). Essa
enzima € inativada por fosforilacdo via proteina quinase independente de
adenosina monofosfato ciclica (AMPc).

Outras enzimas da célula tumoral com caracteristicas peculiares quanto
a sua regulacado seriam a hexoquinase e a fosfofrutoquinase 1 (EINGEBRODT €

GOssMANN, 1980). Devido a rapida utilizacdo da glucose, os niveis desse
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monossacarideo detectados nos tumores em si e no seu meio circundante em
relacdo as células normais sao extremamente baixos, beneficiando o tumor e
sua competicao pela glucose com os demais tecidos (ARGILES e AZCON-BIETO,
1988).

As células em proliferacdo demandam intermediarios supridos pelo
desvio do fluxo de carbonos da glucose em direcdo a sintese de acidos
nucléicos através da producao de intermediarios da via das pentose-fosfato,
bem como de fosforibosilpirofosfato (fosforibosilPP). Outras caracteristicas sao:
a baixa relacdo NADPH/NADP?*, a baixa capacidade de regenerar NADPH e
glutationa reduzida (GSH) e niveis elevados de F-1,6-bisfostato. (EINGEBRODT e
GOSSMANN, 1980). Nas células tumorais, as mitocéndrias apresentam-se em
nuimero reduzido (PEDERSEN, 1978). Em diferentes modelos de tumores
animais, como por exemplo, o Carcinoma de Walker 256, a extensdo da
dissociacdo entre a respiracdo e a fosforilacdo aumenta com o estagio do
crescimento do tumor e o grau de malignidade (MAZUREK et al., 2005).

Em relacdo aos lipidios, em particular os dcidos graxos, podem ser captados pela

célula tumoral com um destino energético. Em relacdo a possibilidade de utiliza¢ao
de corpos cetdnicos, existem poucas informagdes na literatura.

2.2.1. UTILIZACAO DOS AMINOACIDOS L-GLUTAMINA E L-ARGININA PELAS

CELULAS TUMORAIS

Quanto a utilizagdo de aminoacidos, os tumores também apresentam
caracteristicas que lhes sdo peculiares. Certos aminoacidos sdo essenciais
para o crescimento de tumores, sendo este o caso da asparagina e da

glutamina, e em condicdes de estresse da L-arginina.
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2.2.1.1. L-GLUTAMINA

A glutamina tem sido considerada o principal combustivel e fonte de
nitrogénio para as células tumorais, visto ser esta um importante precursor na
sintese de purinas. Além disso, sabe-se que 0os aminoacidos isoleucina e valina
sdo oxidados por alguns tipos de hepatomas de Morris (EINGEBRODT €
GOSSMANN, 1980).

A glutamina é o combustivel energético das células sujeitas a
proliferacdo tais como linfécitos, enterécitos e células tumorais. Além da
sintese protéica, o0 aminoacido é utilizado como precursor da sintese de DNA e
de glutationa. Segundo YOSHIDA e cols. (2001), a administracao suplementar de
glutamina poderia atenuar a perda de proteina muscular em animais portadores
de tumor de mama e colaborar com a protecao imune. Porém, tal procedimento
tem sido questionado porque poderia potencialmente contribuir para o aumento
do crescimento tumoral.

Segundo BODE e cols. (1995), a expressao de transportadores de L-
glutamina de alta afinidade e dependentes de Na* é responsavel pelo aumento
de 10 a 30 vezes na velocidade do transporte de L-glutamina em células de
hepatoma quando comparada com a captagao de L-glutamina em hepatécitos
normais.

A conversao de L-glutamina em L-lactato por algumas células tumorais é
designada glutamindlise, em analogia a glicolise (Figura 1). O principal papel
da via glutaminolitica nas células tumorais € a geracao de energia. A maioria
das células tumorais caracteriza-se por apresentar alta capacidade
glutaminolitica (REITZER et al., 1979; MAZUREK et al., 1997; LoOBO et al., 2000).

Esta capacidade para a obtengédo de energia a partir da L-glutamina deve-se ao
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fato de as células tumorais serem capazes de sobreviver em um ambiente
cujas variacbes no suprimento de nutrientes e oxigénio sado constantes,
dependendo da distancia em que se encontrem dos vasos sanguineos. Tais
circunstancias configuram uma demanda metabdlica particular, dotada de
caracteristicas metabdlicas que incluem o desvio do fluxo de carbonos da
glucose em direcao a sintese de acidos nucléicos e a baixa disponibilidade de
potencial redutor.

O metabolismo da glutamina é dependente de condicbes especiais de
regulacao. As principais enzimas envolvidas na utilizacdo desse aminoacido
sdao a glutamato desidrogenase, a transaminase glutamico-oxaloacética
mitocondrial e citosélica, a malato desidrogenase (medida na direcao
oxaloacetato-malato-MDH-0x), a malato descarboxilase (enzima malica — ME)
em ambas as formas citosoélica e mitocondrial (Figura 1) (MAZUREK et al., 1997).

No caso da glutamindlise, a presenca da piruvato quinase do tipo M2
(M2-PK) e a superexpressao das glutaminases mitocondriais € da enzima
malica, compdem essas condicdes especiais de regulacdo, garantindo a
obtencdo de energia a partir da L-glutamina com concomitante geragao de L-
lactato. O desvio dos esqueletos carbonados da glucose em direcao as vias de
sintese dos &cidos nucléicos caracteriza o metaboloma das células tumorais
como nucleogénico, em distincdo a outros tecidos diferenciados como, por
exemplo, o metaboloma gluconeogénico dos hepatocitos (MEDINA, 2001;
MAZUREK et al., 2005).

A glutamindlise contém parte do ciclo do &cido citrico e parte da
lancadeira malato-aspartato. O destino dessas vias metabdlicas € em grande

parte dependente da regulacdo da enzima piruvato quinase (M2-PK). Quando
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esta enzima, que pode ser um tetramero ou um dimero, esta na forma dimérica
que é inativa, apresenta baixa afinidade pelo fosfoenolpiruvato. Entdo, os
carbonos da glucose sao direcionados para as vias biossintéticas e, portanto,
nao estarao mais disponiveis para a via glicolitica. Sendo assim, outras fontes
de energia tais como o0s aminoacidos serina e glutamina, tornam-se
necessarios. Nas células tumorais, o ciclo do &cido citrico é truncado devido a
inativacdo seletiva da Fe®*-aconitase e dos complexos | e lll da cadeia
respiratéria por espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como o anion
superoxido (BOITIER et al, 1995). Além disso, as células tumorais
superexpressam as glutaminases mitocondriais e a enzima malica, abrindo a
possibilidade de uma nova fonte de geracdo de energia, a degradacdo do
aminoacido L-glutamina para L-lactato (MAZUREK et al., 1997; MAZUREK et al.,
2005).

O controle alterado da glicélise pela expressdo de certas isoenzimas
(MAZUREK et al., 2002) e a predominancia da atividade da langadeira glicerol-3-
fostato sobre a lancadeira do malato-aspartato resulta em diminuicdo dos
equivalentes redutores do citosol para a mitocondria, exigindo que as células
tumorais reoxidem NADH pela lactato desidrogenase (LOPEZ-ALARCON e EBOLI,

1986).
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FIGURA 1. GLUTAMINOLISE E O CICLO DO ACIDO CITRICO TRUNCADO.
FONTE: adaptado de:

http://www.metabolic-database.com/html/body_glutaminolisys_weiter.html

Adicionalmente, a oxidacdo de piruvato pelo ciclo do acido citrico é
reduzida em favor da oxidacao de glutamina e, devido a expressao da forma
mitocondrial da malato descarboxilase (NAD dependente), o malato é
convertido em piruvato e lactato (MOREADITH e LEHNINGER, 1984). Por esta

razao, a producao do lactato pelas células tumorais é significativa, mesmo em
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condicbes aerbbicas. A producdo de L-lactato foi um dos parametros
analisados neste estudo nas células do tumor ascitico de Walker 256.

A existéncia de duas isoformas para a glutaminase é bem documentada.
Além de apresentarem caracteristicas diferentes quanto a estabilidade, estas
isoformas atuam em condi¢coes experimentais e pHs diferentes (CURTHOYS et
al., 1973; CURTHOYS et al., 1974). Neste estudo, foram avaliadas as atividades
das glutaminases dependente de fosfato e independente de fosfato, como um

indice da operacionalidade da via glutaminolitica.

2.2.1.2. L-Arginina

A L-arginina é um aminoacido nao essencial, € em condicdes fisiol6gicas
tem importante papel para a sintese protéica, € precursora na sintese de uréia,
ornitina, poliaminas e de oOxido nitrico. Sob trauma, estresse ou jejum
prolongado, a L-arginina torna-se um aminoacido essencial. Duas vias bem
estabelecidas do metabolismo da L-arginina em processos inflamatérios
crbnicos, como € o caso do cancer, incluem a conversao de L-arginina a NO e
citrulina pela NOS ou pela acao da arginase a L-arginina é convertida em uréia
e ornitina (SATRIANO, 2004).

A L-arginina € um aminodcido chave quando se consideram as inter-
relagbes metabdlicas entre diferentes tipos de células. Este aminoacido é
convertido pela arginase em L-ornitina (uma precursora de poliaminas) e uréia.
Além destes, a arginina é precursora da creatina, a qual exerce uma funcao
essencial no metabolismo energético do musculo, nervos e testiculos (TAPIERO
et al., 2002). Em algumas células, a arginina é transportada do espaco

extracelular via transportador de aminoacido catiénico (CAT) e, pela acédo da
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oxido nitrico sintase (NOS), gera NO e citrulina (Figura 2). Pelo ciclo NO-
citrulina, ocorre a regeneracao da arginina (KOGA et al., 2003). Inicialmente, a
L-arginina foi considerada um aminoacido nao prontamente utilizavel pelas
células tumorais (TAPIERO et al., 2002), porém, esta observacdo tem sido
reconsiderada.

Existem duas isoformas de arginase distintas em mamiferos: a arginase
citosolica tipo I, normalmente expressa no figado, que esta envolvida na
detoxificagdo da amdnia e sintese de uréia e a arginase do tipo Il mitocondrial
que é expressa em tecidos extra-hepaticos e que esta envolvida com as
funcdes biossintéticas, tais como, a sintese de ornitina, prolina e glutamato
(CEDERBAUM, et al., 2004). A arginase (Tipos | e IlI) tem sido detectada em
tecidos de outros 6rgaos tais como os rins, as mamas, os testiculos e a pele e,
como nenhum desses tecidos tem um ciclo da uréia completo, a funcao da
arginase nos tecidos extra-hepaticos ndo é clara. E provavel que esteja mais
relacionada ao metabolismo de poliaminas do que propriamente a sintese de
uréia (PEGG, 1986; PEGG et al., 2006). Essa funcédo da arginase na modulacao
da biossintese de poliaminas também tem sido proposta como uma
caracteristica importante para o crescimento de diferentes tipos de tumores
(GOKMEN et al., 2001), onde, aparentemente, uma das funcbes seria suprir a
célula com ornitina, o aminoacido nao protéico e precursor da sintese de
poliaminas.

A figura 2 mostra os principais destinos metabdlicos da L-arginina e

também a sintese de poliaminas.
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FIGURA 2. VIAS RELACIONADAS A UTILIZACAO DA L-ARGININA E
DA BIOSSINTESE DE POLIAMINAS EM MAMIFEROS.
FONTE: Modificado de RAASCH et al., 2001

Outro importante produto associado a utilizagcdo de L-arginina é a
agmatina, um produto da acdo da arginina descarboxilase, cuja sintese,
inicialmente, acreditava-se estar confinada a bactérias, plantas e invertebrados
(Figura 3) (TABOR e TABOR, 1984).

Atualmente, sabe-se que esta amina biogénica é produzida também por
mamiferos (LI et al., 1994; RAASCH et al., 1995; RAASCH et al., 2001), sendo
responsavel por uma gama de efeitos patofisiologicos como a liberacao de

catecolaminas (SENER et al., 1989) e inibicdo da éxido nitrico sintase induzivel



32

(INOS) (GALEA et al, 1996). Por sua vez, a agmatina é convertida em
putrescina e uréia pela agmatinase (agmatina ureohidrolase), uma enzima ja
bem caracterizada em células humanas (MISTRY et al., 2002), mas com poucas
informacdes em células tumorais. Através da atividade da arginase e
agmatinase seria possivel avaliar a producdo de uréia por células nao
hepaticas. Ainda, referente a utilizacao de L-arginina, é interessante observar
que os macrofagos também expressam arginase, a qual converte L-arginina a
L-ornitina que, como ja mencionado, pode ser usada pela ODC para formar
poliaminas, requeridas para a proliferagdo, diferenciacdo e transformacéao
neoplasica em células de mamiferos. Assim, o metabolismo da L-arginina por
macrofagos no sitio do tumor pode ter influéncias benéficas ou ndo ao
crescimento do tumor, dependendo se a iINOS ou a via da arginase prevalece
(TAPIERO et al., 2002).

A ornitina descarboxilase (ODC) é uma enzima chave na sintese de
poliaminas e catalisa a conversdo de ornitina em putrescina podendo originar
as demais poliaminas (AUVINEN et al., 1992; PEGG, 2006), conforme descrito na
figura 3 (KHUHAWAR e QURESHI, 2001).

A expressao desta enzima é aumentada de forma transitéria sob a agao
estimulatéria de fatores de crescimento, mas torna-se continuamente ativada
durante a transformacao celular induzida por carcinbgenos, virus ou oncogenes

(MANNI et al., 2002; BACHRACH, 2004; WALLACE e FRASER, 2004; PEGG, 2006).
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FIGURA 3. VIA DE SINTESE DA ESPERMINA
FONTE: Modificado de HANFREY et al., 2001

2.3. FATORES MEDIADORES DA CAQUEXIA DO CANCER

Os fatores postulados como mediadores da caquexia do cancer podem
ser divididos em dois grupos:

[) Humorais - s&o compostos com caracteristicas semelhantes a
hormonios, que agem diretamente sobre o catabolismo do hospedeiro;

[I) Tumorais - compreendem as citocinas e quimiocinas que afetam o

metabolismo do hospedeiro indiretamente.
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2.3.1. FATORES HUMORAIS

Neste grupo estdo incluidos pequenos peptideos descritos como téxicos
— toxohorménios — produzidos por células tumorais, incluindo as células Walker
256, os quais parecem estar relacionados aos efeitos da caquexia, muito
embora seu papel ndo esteja precisamente determinado (RuBIN, 2003a,b).
Além destes, os hormbnios catabdlicos convencionais e o fator de mobilizacao
de lipidios (LMF), que é produzido por tumores e degrada diretamente o tecido

adiposo (TISDALE, 1993) parecem ser importantes no processo.

2.3.2. FATORES TUMORAIS

Dentre os fatores tumorais mais importantes estdo o interferon gama
(INF-y) e o fator inibitério de leucemia (LIF) e as citocinas tais como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6) (LANGSTEIN e NORTON,
1991; TISDALE, 1993). Além das citocinas, a infusao de horménios, tais como,
cortisol, glucagon e adrenalina em humanos, produz algumas caracteristicas da
caquexia. Este fato pode ser importante, pois a producdo ectépica de
hormonios por tumores também pode ser observada. Portanto, possivelmente,
um complexo sistema de citocinas em combinacédo a outros fatores pode estar
envolvido na caquexia.

A reversao da caquexia tem sido alcancada por dois grupos de agentes:
i) estimuladores de apetite (megestrol acetate) e, ii) inibidores de LMF como o
acido eicosapentaedico, cujo potencial como nova possibilidade de intervengéao
quimioterapica vem sendo considerado (TISDALE, 1993). Em relagdo ao acido

eicosapentaedico, verificou-se que sua administracdo pode ter papel relevante
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na caquexia induzida por certos tumores. A administracdo do fator indutor de
protedlise (PIF) a camundongos portadores da sindrome de caquexia promove
uma acentuada perda de peso no periodo de 24 horas apés o tratamento. Este
efeito foi totalmente abolido quando foram administrados anticorpos contra este
fator ou quando os animais foram submetidos a um pré-tratamento com 500
mg.Kg™' de &cido eicosapentaedico (HUSSEY e TISDALE, 1999).

Outro composto possivelmente envolvido na caquexia associada ao
cancer é uma proteoglicana encontrada na urina de pacientes com caquexia,
mas ausente em individuos normais (TODOROV et al., 1996). Neste aspecto,
uma proteoglicana contendo condroitina sulfato (Azafitg) administrada a
camundongos causou perda dos depdsitos lipidicos por aumentar a lipdlise e
desdiferenciacao dos adipécitos, e por diminuir a lipogénese e adipogénese ou
ainda uma combinacdo dos dois mecanismos (FIGUEROA et al, 2002).
Macréfagos peritoneais de ratos portadores de tumores solidos de Walker 256
apresentaram um aumento na producdo de proteoglicanas liberadas para o
meio e associadas as células. As proteoglicanas constituidas por cadeias de
heparana sulfato predominaram na fragdo liberada para o meio circundante
dessas células. Na fracdo associada a célula, os macréfagos de ratos
portadores de tumor produziram uma maior quantidade de proteoglicanas
constituidos de condroitina e dermatana sulfato do que células de ratos sadios.
Em ambas as fracbes, porém, a heparana sulfato constituiu a principal
glicosaminoglicana produzida (BRACHT et al., 2006).

Do fluido livre de células asciticas de Ehrlich foi isolado o fator indutor
da ornitina decarboxilase (ODC), o qual foi inicialmente descrito por Noguchi e

cols. (1976). Este fator quando injetado em animais promove alteragées do
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metabolismo hepatico. A ODC é uma enzima importante na sintese de
poliaminas. As alteracdes hepaticas que sao freqlientemente observadas em
hospedeiros portadores de tumor, pelo fator indutor de ODC, incluem a
alteracao do padrao de expressao da piruvato quinase hepatica e a indugéo da
expressdao da ODC, sendo observada também uma hipertrofia do pancreas
(NOGUCHI et al., 1976; SASAKI et al., 1983, IMAMURA et al., 1991). Os autores
sugeriram que o fator indutor da ODC e as citocinas IL-1a e TNF-o0 poderiam
atuar em funcdo sinérgica nas perturbacoes metabdlicas observadas em

hospedeiros de tumores Ehrlich (KOKEKANE et al., 2003).

2.4. CARCINOMA DE WALKER 256

O tumor ou carcinoma de Walker 256 foi originariamente encontrado
como um tumor de mama em ratas gravidas. O carcinoma de Walker pode se
desenvolver como tumor sélido ou como um tumor ascitico. A sua habilidade
para crescer em diferentes ambientes e desenvolver metastases € dependente
da adaptabilidade da superficie celular em relagédo a alteracbes em seu meio
(WEISS e HARLOS, 1983; SCHANOSKI, et al., 2004). Este tumor apresenta dois
subtipos: tipo A, metastatico, que leva a anorexia terminal dos ratos portadores
em aproximadamente 27 dias; e o tipo B, que nao forma metastase e induz a
caquexia precoce do portador, levando a morte em 15 dias. Este ultimo tornou-
se um importante modelo para estudos da caquexia induzida pelo cancer
(GUAITANI, et al., 1983). Recentemente, o tumor de Walker 256 também foi
utilizado como modelo de estudo da dor associada ao cancer (MAO-YING et al.,

2006; BRIGATTE et al., 2007).
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Em relacdo as caracteristicas morfoldgicas descritas até o presente, as
células do tumor de Walker 256 quando visualizadas ao microscépio 6tico sao
classificadas em dois tipos: I) As células apresentam nucleo central, grande e
redondo ou ligeiramente ovalado. Apresentam uma alta razao
nucleo/citoplasma. A superficie nuclear é relativamente lisa, com ocasionais
indentacdes. O nucléolo é proeminente e a cromatina aparece dispersa com
pequenas dobras de heterocromatina. No citosol aparecem numerosos
polissomos livres, numerosas mitocdndrias arredondadas ou ovais e pode-se
constatar a escassez de outras organelas membranosas. II) Os nucleos tém
localizagao excéntrica, forma alongada ou oval. O reticulo endoplasmatico liso,
mitocéndrias e vacuolos sdao abundantes e o aparato de Golgi, evidente. O
citosol apresenta filamentos finos entre essas organelas. As demais
caracteristicas assemelham-se as células do tipo | (MATTOS et al., 1980;
SIMPKINS et al., 1991).

CLARK e GOODLARD (1993) demonstraram que embora as proteinas da
membrana plasmatica do tumor sélido e ascitico apresentem uma grande
similaridade, existem diferencas no conteudo protéico entre as mesmas. Além
disso, as atividades das ecto-enzimas (Na* K* - ATPase, Mg®* - ATPase,
fosfodiesterase, 5-nucleotidase e fosfatase alcalina) mostraram-se
aumentadas quando da transicdo da forma ascitica em relacéo a forma sélida.
Esses dados confirmaram a afirmag¢do de que a adaptacdo da forma ascitica
para a de tumor sélido envolve a participacédo das ecto-enzimas 5’-nucleotidase
e Mg®* ATPase, as quais, exercem um duplo papel funcional como ecto-
enzimas, bem como moléculas de adesao. Recentemente, foram identificados

dois membros da familia das ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolases
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(NTPDases 2 e 5) e 5'-nucleotidase em células do tumor ascitico de Walker do
tipo A, através da producdo do mRNA. A presengca concomitante das
NTPDases e da 5'-nucleotidase nessas células, indica que essas enzimas
podem ser importantes para a regulacdo da razdo extracelular adenina
nucleotideo/adenina nucleosideo (BUFFON et al, 2006), induzindo o
crescimento tumoral, uma vez que a adenosina tem acdo estimuladora no
crescimento de tumores (MUJOOMDAR et al., 2003; SPYCHALA et al., 2004).

As células Walker 256 do tipo A desenvolvem espontaneamente uma
cauda frontal polarizada e sdo capazes de migrar sem estimulos adicionais. A
polarizagcdo e migracdo destas células estdo associadas a uma cascata de
sinalizagdo que envolve a participacao das proteinas Pl 3-quinase, Rho, Rac e
Rho-quinase, que sdo expressas constitutivamente nestas células (GUTJAHR et
al., 2005) e estao relacionadas aos processos de fosforilagcdo das proteinas
responsaveis pela polarizacao das células (Rossy et al., 2007).

Foi verificado que um toxohorménio obtido de carcinoma de Walker 256
em rato foi capaz de inibir a incorporacdo de aminoacidos em proteinas de
miofibrila de musculo diafragma (GoobLAD e RAYMOND, 1973). Também ja
foram detectadas alteragdes no conteudo de proteinas e aminoacidos livres por
ocasiao da transicao da forma ascitica do tumor para o cultivo in vitro. Durante
a fase lag observou-se que as proteinas apresentaram-se ricas em ligacoes
peptidicas, enquanto que, uma grande quantidade de aminoacidos livres foi
observada durante a fase de proliferacdo. Quando as células comecaram a
entrar na fase estacionaria, foi observada a presenca de ligacoes peptidicas

em proteinas (KRUSE JR et al, 1960).
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A deprivacdo de aminoacidos especificos do meio de cultura revelou
que o tumor de Walker 256 necessita de doze aminoacidos essenciais, além de
L-glutamina e L-asparagina para crescer in vitro. Quando os aminoacidos nao
essenciais foram retirados do meio de cultura, observou-se um crescimento
médio em relacdo ao meio basal. Uma pronunciada redugdo na taxa de
crescimento foi observada quando aminoacidos L-glutamina e L-arginina foram
retirados do meio de cultura (McCoy et al., 1956).

Em células Walker 256, o acido eicosapentaedico e o acido y-linolénico
promoveram, in vitro, em condicbes controladas, a inibicdo do crescimento
tumoral por reducédo da proliferacdo celular e aumento no indice apoptético.
Causaram ainda um estimulo na producao de espécies reativas de oxigénio e
alteracdes de complexos enzimaticos da cadeia respiratéria, além da liberagéao
do citocromo ¢ da mitocondria, sugerindo uma via mitocondrial para a apoptose
(COLQUHOUN e SCHUMACHER, 2001).

A producéo de radicais de oxigénio para células Walker 256 também foi
observada apds estimulacdo quimioterapica pelo peptideo N-formil-Met-Leu-
Phe, o qual estimula a metastase por um mecanismo mediado por receptor,
sendo o efeito reduzido, mas nao abolido, pela auséncia de célcio no meio
externo e desencadeado pelo ion6foro A23187. A producdo de radicais de
oxigénio foi também diminuida por inibidores da ciclooxigenase (COX), como o
flurbiprufeno (LEROYER et al., 1987). Nesse aspecto, os niveis séricos de PGE;
e a expressao da COX-2 pelo tumor solido de Walker ja foram demonstrados.
Animais portadores do tumor sélido de Walker apresentaram niveis séricos
elevados de PGE, (= 1700 pg/mL) e pronunciada expressao da COX-2 (MUND

et al., 2007).
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Em relacdo as citocinas, o TNF-a quando administrado a ratos
portadores do tumor de Walker, promove a reducdo no crescimento tumoral.
Essa reducédo esta associada a um aumento dose dependente na protedlise,
sem alteracOes da sintese protéica tumoral (TAYEK e BRASEL, 1990). Os niveis
séricos de IL-6 em ratos portadores de tumor de Walker foram medidos por
SHAO e cols. (2006). Estes niveis sdo mais elevados nos animais portadores de

tumor em relacdo aos controles (SHAO et al., 2006).

2.5. BIOSSINTESE DE POLIAMINAS

As poliaminas (Fig. 3) sdo essenciais para que todos os tipos de células
atinjam condicdes de crescimento 6timas. Na maioria das vezes, a diminuigdo
nos niveis de poliaminas resulta em inibicdo da proliferacdo e diferenciacao
celular e, algumas vezes pode acarretar a morte celular por necrose ou
apoptose (CRiss, 2003). A ativacdo das vias de sintese e regulacdo das
poliaminas ocorre universalmente em células tumorais podendo contribuir para
o desenvolvimento do cancer e o estabelecimento de suas caracteristicas
fenotipicas (PEGG, 1988; MANNI et al, 2002).

Os niveis de poliaminas (os produtos secundarios da acao da arginase)
sao de duas a trés vezes maiores nos tecidos de tumor de mama que no tecido
normal adjacente, sugerindo que este pode ser um importante fator na
carcinogénese. De fato, as medidas da atividade da arginase e dos niveis de
ornitina parecem ser Uteis para distinguir tipos histolégicos de tumores
cutdneos como os tumores de células escamosas daqueles de células basais
(GOKMEN et al., 2001), bem como o grau de malignidade de tumores de mama

(CHOWDHURY et al., 1994).
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A maioria dos estudos com células de mamiferos indica que
quando células quiescentes sao estimuladas a crescer, os niveis de ODC e das
poliaminas aumentam mesmo antes de ocorrer aumento na sintese de DNA,
RNA e proteinas (PEGG, 1988; MANNI et al., 2002; CLIFFORD et al., 1995).
Observou-se que a poliamina espermina é capaz de proteger a mitocondria
atuando como sequetradora de radicais livres (HA et al., 1998; MADSEN et al.,
1996; SAVA et al., 2006), bem como atua como inibidora da indugédo da NO

sintase (SzABO et al., 1994).

2.6. SiNTESE DE OxIDO NiTRICO

Em relacdo ao NO que é produzido a partir de L-arginina, enzimas
distintas estdo envolvidas na sua formagdo em diferentes tipos de células,
sendo que todas elas utilizam NADPH como cofator. A éxido nitrico sintase—|
(NOS-I) é primariamente encontrada em células neuronais centrais e
periféricas, é constitutiva e Ca*?*~calmodulina-dependente (SATRIANO, 2004). A
oxido nitrico sintase—Il (NOS-II ou iINOS) é induzida em macréfagos e outras
células pelas endotoxinas. Ela é Ca**-independente e requer, além de NADPH,
a tetrahidrobiopterina. Esta isoforma induzivel da NOS (iNOS) é encontrada
também em hepatdcitos, células do musculo liso vascular e endotelial em
resposta a endotoxinas, citocinas e outros fatores pré-inflamatérios. Uma
terceira isoenzima, a 6xido nitrico sintase — Il (NOS-IIl ou eNOS), tem sido
descrita como similar a NOS-I. Anticorpos contra NOS-IIl mostraram que esta
expressao é relativamente especifica das células endoteliais (SATRIANO, 2004).

A expressdo da iINOS em muitos tipos celulares, é induzida pela

presenca de bactérias e/ou produtos do seu metabolismo ou por citocinas
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associadas aos processos inflamatérios e sua ativagao resulta na producao de
altas concentracoes de NO (LALA e CHAKRABORTY, 2001; SATRIANO, 2004). As
elevadas concentragcdes de NO, resultantes da inducdo da iINOS durante a
inflamacéao crénica podem ter um papel ativo no estabelecimento do cancer
(LIND, 2004). LoiBL e cols. (2002) demonstraram que as enzimas iNOS e eNOS
sao expressas em tecidos de cancer de mama invasivo, porém esta expressao
nao foi detectada em lesdes benignas (LoBL et al, 2002). Em pacientes
portadores de cancer de mama, a expressao da iINOS foi positivamente
correlacionada com o tamanho do tumor, o grau de diferenciagdo e a um mau
prognéstico (LoBL et al.,, 2005). Em contraste, alteracdes pré-neoplasicas
induzidas pelo carcinbgeno azoximetano sao potencializadas pela inibicao da
atividade da iINOS por L-nitro-arginina (L-NAME), com concomitante
estimulagdo das enzimas envolvidas na sintese de poliaminas (SCHLEIFFER et
al.,, 2000). Em células de carcinoma escamoso o NO pode promover um
aumento na atividade das vias da ciclooxigenase 2 (COX-2) e esse efeito é
mediado pelos niveis de guanosina monofosfato ciclica (cGMP) (GALLO et al.,
2002).

A producado mitocondrial de NO ja é reconhecida (TATOYAN e GiULIVI,
1998) e sua presenca esta relacionada aos danos promovidos a organela.
Observou-se, também a protegcdo mitocondrial por agentes antioxidantes como
a glutationa reduzida (GSH) (MEISTER, 1995). A producao excessiva de NO em
tecidos tumorais estd relacionada a progressdo do tumor sugerindo que o
excesso de NO produzido por macréfagos em tecidos inflamados poderia
contribuir com a nitragao da proteina p53 supressora de tumor (COBBS et al.,

2003).
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O envolvimento do NO na caquexia ja foi demonstrado em modelos
experimentais (Buck e CHOJKIER, 1996). Em um modelo murino para o estudo
da caquexia, a citocina TNF-a foi capaz de induzir o estresse oxidativo e a
expressao da iINOS. O processo de atrofia muscular caracteristico da sindrome
de caquexia é dependente da ativacao do fator transcricional NF-kB (CAl et al.,
2004), o qual é ativado principalmente pelo TNF-o (BuCK e CHOJKIER, 1996;
ZALETOK et al., 2004). A caquexia induzida pelo TNF-o pode ser prevenida com
uso do antioxidante D-a-tocoferol ou pelo inibidor da iNOS L-nitro-arginina
(Buck e CHOJUKIER, 1996).

DI MARCO e cols. (2005) demonstraram que o0 gene para a proteina
INOS (iNos) é um alvo downstream do fator transcricional NF-kB. A producao
de NO que depende da ativagdo do fator NF-kB é mediada por citocinas e
também é capaz de estimular a perda de tecido muscular, caracteristica da
caquexia. De fato, em camundongos nocauteados para iNOS, a administracao
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ou do interferon gama (IFN-y) ativou o
fator NF-kB, mas ndo desencadeou degeneracao muscular. Esse fato indica
que a degeneracdo de tecido muscular mediada por NF-kB é dependente da
via de sintese de NO.

Sendo assim, esclarecer se as células Walker 256 podem produzir NO e
citocinas atuando como uma fonte adicional destes mediadores é relevante
para o entendimento da génese e do estabelecimento da sindrome de

caquexia.
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2.7. CITOCINAS

2.7.1. INTERLEUCINA 6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina pleiotropica produzida por varios tipos celulares
tais como os mondcitos, fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais e
linfécitos B em resposta a estimulos inflamatérios incluindo lipopolissacarideo,
viroses, trauma e cancer (YOUNES e NOGUCHI, 2000). Esta glicoproproteina de
26 kD liga-se a um receptor formado por uma cadeia alfa de 80 kD que € o sitio
de ligacao ao ligante, e uma cadeia beta de 130 kD que é responsavel pela
transducédo do sinal. A ativagao do receptor para IL-6 desencadeia uma cascata
de sinalizacao que inclui a autofosforilacdo de JAK2 (Janus activation kinases).
A proteina JAK2 por sua vez, pode ativar as proteinas STAT1 ou STAT3
promovendo a fosforilacdo de outras quinases ou a migracao das STATs para
0 nucleo para que atuem como fator de transcricdo nuclear (BARTON et al.,
2001).

A IL-6 atua como fator de crescimento paracrino em diversos tipos de
mielomas, linfomas, cancer de bexiga, cancer coloretal e carcinomas das
células renais (OKAMOTO et al., 1995; VOORZANGER et al., 1996; ANGELO et al.,
2002).

Muitos trabalhos tém salientado a participacéo desta citocina na génese
do processo caquético (ARGILES et al., 2005; AGGARWAL et al., 2006; BEN-
BARUCH, 2006). No entanto, os resultados obtidos mostram-se contraditérios. A
administracdo de anticorpos contra a IL-6 a ratos portadores de
adenocarcinoma de colon parece reverter os parametros associados ao
processo caquético (STRASSMANN et al.,, 1992), porém, estudos similares nao

tém corroborado estes resultados (ARGILES et al, 2006). Camundongos nus,
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inoculados com células ovarianas de hamster, transfectadas com o gene para
IL-6 murino demonstraram uma série de sindromes paraneoplasicas tais como
hipercalcemia, leucocitose, trombocitose e caquexia (BLACK et al., 1991).
Considerando que 0s niveis séricos de IL-6 em ratos portadores de
tumor de Walker sdo maiores que nos animais controle (SHAO et al., 2006) a
determinacao da producédo desta citocina pelas células do tumor ascitico de

Walker torna-se relevante.

2.7.2. FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF-o)

Das citocinas, o TNF-a é o mais estudado. O TNF-a (caquectina) é uma
proteina de 17 kD constituida de 157 aminoacidos e é produzida pelas células
reticuloendoteliais quando ativadas, principalmente macréfagos e mondécitos
(OLIFF, 1988). Esta citocina foi a primeira a ser associada com a caquexia
quando se observou sua secrecao por linhagens celulares de macréfagos em
resposta a endotoxinas (BEUTLER et al,, 1985). O TNF-a exerce a conhecida
funcdo de fator de crescimento em muitas células normais (SUGARMAN et al.,
1985) estimulando a producédo de muitas moléculas incluindo a colagenase, o
fator ativador de plaquetas (PAF), a IL-1, IL-6 e a PGE, (VAN DAMME et al.,
1987).

Verificou-se também que o TNF-o suprime a lipoproteina lipase em
culturas de pré-adipécitos, sendo esta alteracdo também associada a caquexia
(PORAT, 1989). Além disso, a administracdo aguda desta citocina a ratos
aumenta de modo tempo-dependente a taxa de protedlise de musculo
esquelético, por uma via dependente de ubiquitina (GARCIA-MARTINEZ et al.,

1993). Dentre seus efeitos nas células Walker 256, a redugdo no crescimento
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tumoral foi associada a um aumento dose-dependente na protedlise, sem
modificacdo da sintese protéica tumoral. Assim, o TNF-a estimula a
degradacao protéica das células tumorais em maior grau que a sintese,
justificando a diminuicdo no crescimento do tumor (TAYEK e BRASEL, 1990).
Adicionalmente, ratos portadores do tumor de Walker 256 submetidos a infusao
continua de TNF-a por um periodo de 6 horas apresentaram um significante
decréscimo da fracdo de células tumorais capazes de captar a
bromodesoxiuridina indicando uma menor taxa de proliferacao celular (WAN et
al., 1993).

O TNF-a é conhecido como um potente indutor da sintese de
prostaglandina-E, (PGE,). Em ratos saudaveis, a administragédo sistémica de
PGE, diminui a ingestdao de alimentos e a mobilidade gastrica (MCCARTHY e
DAUN, 1993). O hepatoma ascitico de Yoshida (YAH) € um tumor produtor de
PGE, e seu desenvolvimento promove drastica perda da musculatura
esquelética no hospedeiro. O tratamento com naproxeno, um inibidor da
sintese de PGE,, inibiu a perda de tecido muscular em ratos portadores de
YAH, indicando que a PGE. contribui para a progressdo da sindrome de
caquexia no hospedeiro (STRELKOV et al., 2006). Sendo assim, a verificacdo da
producéo desta molécula pelo tumor de Walker 256 é apropriada, uma vez que,
a determinacdo da producdo das citocinas IL-6 e TNF-a também foram

realizadas neste estudo.

2.8. PROSTAGLANDINA E; (PGE>)
A PGE: é um lipidio de baixo peso molecular, membro-chave da familia

dos prostandides, que atua como efetora e reguladora dos processos
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inflamatoérios. A molécula é sintetizada a partir do acido araquidénico pelas
ciclooxigenases | e Il (COX-1 e COX-2), sendo a ultima, COX-2, uma enzima
induzivel relacionada a resposta inflamatéria (AGGARWAL et al., 2006; BEN-
BARUCH, 2006). A PGE. é secretada por muitos tipos celulares incluindo
mondcitos, macrofagos e células tumorais (KLIMP et al., 2001; HARRIS et al.,
2002; CASTELLONE et al., 2005). Sua participacdo no estabelecimento e
progressao da sindrome de caquexia tem sido investigada em estudos que
utilizam um classico inibidor da prostaglandina sintase, a indometacina (CAHLIN
et al., 2000a). Nesses estudos, foram testados animais nocauteados para os
genes que codificam para citocinas tais como IL-6, IL-12, IFN-y e os receptores
tipos 1 e 2 para TNF-a, ou foram utilizados anticorpos contra estas citocinas,
visando investigar a producao destas moléculas tanto pelas células tumorais,
como pelas células do hospedeiro. Todavia, acredita-se que estas citocinas
tenham acéao sinérgica com a PGE: no estabelecimento do processo caquético.
Os autores demonstraram que as citocinas do hospedeiro sao
quantitativamente menos importantes que as derivadas do préprio tumor no
estabelecimento do quadro de caquexia dependente da PGE, (CAHLIN et al.,
2000Db).

Os niveis séricos de PGE, em ratos portadores de tumor Walker 256 e a
expressao da COX-2 pelo tumor sélido de Walker ja foram demonstrados em
experimentos utilizando ratos tratados com nutrientes suplementados com 6leo
de peixe. Os animais apresentaram uma menor expressdao da COX-2 em
relacdo aos animais suplementados com 6leo de cbéco. As alteracbes na
expressao da COX-2 relacionadas a dieta foram concomitantes as alteragbes

nos niveis plasmaticos de PGE; (= 1700 pg/mL nos animais suplementados
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com o6leo de cbéco) (MUND et al., 2007). No entanto, esses experimentos nao
permitem comparagdées com animais saudaveis, nao portadores do tumor, nem
permitem distinguir se essa producdo sistémica provém do tumor ou do
hospedeiro. Sendo assim, a determinacdo da producado de PGE, pelo tumor

ascitico de Walker torna-se de fundamental importancia.
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Em um estudo sistemético deste laboratério, Bracht (2006) demonstrou que os
macré6fagos peritoneais de animais caquéticos portadores do tumor de Walker 256
possuem caracteristicas de células ativadas de acordo com sua morfologia, com o
aumento na capacidade fagocitica e com o aumento na produgdo de 6xido nitrico e
peréxido de hidrogénio. Além disso, a produgdo de proteoglicanas liberadas para o
meio e associadas a célula mostrou-se aumentada nesses macrofagos peritoneais. Foi
verificado o aumento considerdvel de proteoglicanas constituidas por cadeias de
heparana sulfato na fracdo liberada para o meio em macréfagos peritoneais de ratos
com tumor. Na fra¢do associada a célula, os macréfagos de ratos portadores de tumor
produziram uma maior quantidade de proteoglicanas constituidas de condroitina e
dermatana sulfato do que células de ratos sadios. Em ambas as fra¢des, porém, a
heparana sulfato constituiu a principal glicosaminoglicana produzida. O condroitin
4-sulfato foi capaz de estimular a producdo de 6xido nitrico em macréfagos de
animais sadios, mas nio em células de animais portadores do tumor de Walker 256.
Esta glicosaminoglicana também estimulou a via de produ¢do de anion superéxido
em macréfagos peritoneais de ratos sadios e em células de ratos portadores de tumor.

Considerando que o uso preferencial de alguns aminodcidos como fonte de energia,
tem sido demonstrado em diferentes tipos de tumores (EINGEBRODT € GOSSMANN,
1980; SATRIANO, 2004), a continuidade dos estudos com tumor de Walker 256 foi
realizada pela avaliacdo da producdo de L-lactato e pela atividade das glutaminases,
quando a L-glutamina foi utilizada como fonte de energia. Previamente,
concentracdes elevadas de L-lactato e uréia no figado de animais portadores de
tumor de Walker ja haviam sido demonstradas (CORBELLO-PEREIRA et al., 2004),
indicando que potencialmente as células Walker 256 poderiam realizar a
glutamindlise.

Uma avaliagdo direcionada para as vias de sintese de poliaminas a partir do
aminodcido L-arginina compde um caminho interessante para a compreensao do
comportamento metabdlico das células Walker 256, uma vez que, a L-arginina é
conhecida como precursora das vias de sintese das poliaminas, com concomitante
producdo de uréia e NO.

Estudos recentes tém apontado para a importancia deste modelo, o
tumor de Walker 256, no estudo da dor caracteristica do cancer (MAO-YING et
al., 2006; BRIGATTE et al., 2007) e da sindrome de caquexia (VICENTINO et al.,
2004; MuND et al., 2007). O conhecimento das vias metabdlicas envolvidas no
estabelecimento desta sindrome, a produgdo de moléculas sinalizadoras e das
possiveis variacdes nesta producédo ao longo do tempo de desenvolvimento do
tumor sao fatores que poderdo contribuir para a intervencao e para o uso de

drogas anticaquéticas.
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Especificamente, nossos objetivos foram avaliar:
1) a producao de L-lactato pelas células Walker 256 a partir da glutamina e
determinar os parametros da atividade da glutaminase dependente e
independente de fosfato nestas células;
2) algumas caracteristicas morfologicas do tumor ascitico de Walker;
3) a utilizacao de L-arginina determinando parametros da atividade da arginase
tanto em extratos celulares quanto em células integras isoladas de tumores
asciticos com diferentes tempos de crescimento;
4) a possibilidade da existéncia de atividade da agmatinase em células Walker
256,
5) a producéao de NO;
6) os niveis das poliaminas putrescina, espermidina e espermina;
7) a producéo das citocinas TNF-a e |L-6;

8) a producéao de PGE-.
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4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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5 METoDOS

5.1. ANIMAIS

Foram utilizados nos experimentos, ratos Wistar albinos (200 a 250 Q)
com dois meses de idade. Os ratos foram mantidos no Biotério do Setor de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, com agua e racao a
vontade. Os procedimentos de manipulacao e eutanasia dos animais estdo de
acordo com os principios éticos exigidos pela Comissdo de Etica e
Experimentacdo Animal da UFPR (CEEA) conforme certificado n® 84/2004. A
linhagem Walker 256 foi obtida do laboratério de Metabolismo Hepatico do
Departamento de Bioquimica da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e foi
mantida por passagens semanais. Nos experimentos, um pool de células foi

obtido a partir de 4 ratos inoculados.

5.2. OBTENCAO DAS CELULAS WALKER 256

Os animais foram eutanasiados no quarto ou sexto dia apds a
inoculagédo do tumor na forma ascitica. Para tal, foram anestesiados com éter
dietilico até a parada cardiaca ou por deslocamento cervical. Esse periodo foi
assim definido, porque ap6s esse tempo de desenvolvimento do tumor, o
animal apresentava o peritdbnio hemorragico, dificultando o isolamento das
células. Para a obtencao das células a pele que recobre o peritdnio foi retirada
com cuidado para nao perfura-lo, e foram injetados 40 mL de solucéo salina
tamponada (PBS). Essa injecao foi seguida de leve massagem na regiao
abdominal visando homogeneizar a suspensado peritoneal. Entdo, o liquido
peritoneal foi aspirado com seringa e em seguida, centrifugado a 570 g durante

15 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (Hitachi modelo CR21E). As
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células foram ressuspensas em solugdo a 1,5 mmol.L™' de NaCl, incubadas
durante 2 minutos para promover hemdlise, lavadas com 20 mL de PBS e
centrifugadas a 570 g por 15 minutos. Esse procedimento de lavagem foi
repetido até que a preparacao estivesse livre de hemacias. As células foram
ressuspensas em 0,5 mL de PBS e quantificadas por contagem em camara de
Neubauer. Nos experimentos em que foram utilizadas células integras a
viabilidade celular foi avaliada através do método que utiliza como o principio, a
excluséo do corante vital Azul de Trypan (PHILLIPS, 1995).

Para separacdo das células Walker 256 dos demais tipos celulares
contidos no peritbneo a suspensao peritoneal livre de hemacias, foi pré-
incubada a 37 °C em estufa (Sanyo) em atmosfera contendo 2,5% de CO.
durante 30 minutos para a adesdo dos macrofagos e deplecdo do pool
endogeno de aminoacidos. Em todos os experimentos as preparagdes
utilizadas continham apenas células Walker 256. Em todos os experimentos
foram utilizadas preparacdes de células que apresentaram viabilidade = a 95%

quando integras.

5.3. MORFOLOGIA DO TUMOR ASCIiTICO DE WALKER 256
Para a microscopia eletrénica de varredura e de transmissao, as células
foram coletadas conforme o item 5.3.2. Foram utilizadas células de tumores

asciticos com 4 dias ap6s o implante.

5.3.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
As células foram fixadas em soluc¢do de Karnowski constituida de paraformaldeido

2%, glutaraldeido 2,5% e tampao cacodilato 0,1 mol.L"! (pH 7,2) e mantidas a 4°C.
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A seguir o material foi desidratado em série alcodlica crescente e acetona, sendo o
ponto critico obtido em um Balzers CPD — 010 com gés carbonico. Em seguida foi
realizada a metalizacdo em ouro obtida em um Balzers SCD — 030. As andlises e a
documentagao do material foram feitas no microscépio eletronico de varredura
JEOL-JSM 6360 LV do Centro de Microscopia Eletronica do Setor de Ciéncias

Biolégicas da Universidade Federal do Parana.

5.3.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
Apos a fixagdo em solugao de Karnowski constituida de paraformaldeido
2%, glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato 0,1 mol.L™" (pH 7,2) a 4°C, as
pecas foram lavadas em tampdo cacodilato 0,1 mol.L™" (pH 7,2) a 4°C. Em
seguida o material foi pds-fixado em tetroxido de 6smio a 2% em tampao
cacodilato 0,1 mol.L”" (pH 7,2) durante 1 hora. A contrastagdo em blocos foi
feita com acetato de uranila 2% durante 2 horas. O material foi desidratado em
série alcodlica crescente e em seguida foi imerso em acetona. A impregnacao
e inclusao ocorreram em resina Epon-812 (LUFT, 1961). Os cortes foram
obtidos em ultramicré6tomo Sorval Porter Blum MT-2 com utilizagao de navalhas
de vidro e de diamante.
Os cortes ultrafinos foram contrastados em solug@o aquosa de acetato de uranila 2%
(WATSON, 1958) e nitrato/acetato de chumbo (REYNOLDS, 1963). A observagdo do

material foi realizada em microscépio eletronico de transmissao JEOL 1200EX II do
Centro de Microscopia Eletronica da UFPR.

5.4. UTILIZACAO DA L-GLUTAMINA PELAS CELULAS WALKER 256

5.4.1. PRODUGAO DE L-LACTATO PELAS CELULAS WALKER 256
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A obtencgao das células Walker 256 foi realizada do modo descrito no
item 5.2. As células foram entdo suspensas em PBS ajustando-se o nimero de
células para a quantidade de 4,1 x 107 células/mL. O sistema de incubagdo em
volume final de 0,6 mL foi constituido de 2,5 x 107 células em PBS ao qual se
adicionou L-glutamina na concentragdo final de 10 mmol.L". As células foram
mantidas sob leve agitacao a 25° C e as coletas das aliquotas foram feitas nos
tempos zero e trinta minutos da incubagéo. A reacao foi parada com 30 pL de
acido perclérico 11,64 mol.L™". A amostra foi entdo neutralizada na presenca de
30 uL de HEPES 5 mol.L", utilizando-se de volumes adequados de KOH 5
mol.L". A suspensdo neutralizada foi centrifugada a 7.740 g durante 5 minutos
em microcentrifuga (Centaur — Sanyo) e o lactato produzido foi dosado no
sobrenadante. Nesta dosagem, 200 puL do sobrenadante foram adicionados a
um meio constituido de tamp&o Glicina 0,5 mol.L™" (pH 9,5), hidrazina 0,4 mol.L
' NAD* 1,5 mmol.L" e 2,4 U de Lactato desidrogenase (E.C. 2.7.1.40). A
mistura de reagao foi incubada durante 90 minutos a 30 °C e a leitura realizada
a 340 nm em espectrofotdmetro (Hitachi modelo U 2001) em um volume final

de 1 mL.

5.4.2. PREPARACAO DAS CELULAS WALKER 256 PARA DETERMINAGAO DA
ATIVIDADE DA GLUTAMINASE (E. C. 3.5.1.2.)

Para a determinacao da atividade da glutaminase as células Walker 256
foram obtidas como descrito no item 5.2. A suspensao celular foi pré-incubada
a 37 °C em estufa (Sanyo) em atmosfera contendo 2,5% de CO, durante 30

minutos para a adesdo dos macréfagos e deplecao do pool enddégeno de
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aminodcidos. As células nao aderentes foram armazenadas em nitrogénio
liquido até o momento da realizagao dos ensaios.

A atividade das glutaminases foi avaliada segundo o método de
CURTHOYS e WEISS, (1974), utilizando-se o ensaio acoplado com a glutamato
desidrogenase (E. C. 1.4.1.4.), detectando-se a presenca de NADH através da
leitura da absorbancia em 340 nm na etapa final das reacdes abaixo descritas:

12 Etapa:

glutaminase

L-glutamina > L-glutamato + NHs + NAD+

22 Etapa:

glutamato desidrogenase

L-glutamato + NAD'——5 a-cetoglutarato + NH; + NADH + H*

A atividade da glutaminase foi expressa em
umoles de NADH.min".mg 'proteina.

As atividades das glutaminases fosfato dependente e independente séo
distinguiveis pelas condicoes experimentais que incluem pHs diferentes. A
primeira atua em pH 8,5 e é dependente de fosfato. A segunda atua em pH 6,6;
e sua atividade é independente de fosfato, porém é dependente de maleato
para a sua ativacao. Além disso, a glutaminase dependente de fosfato € mais
instavel, sendo inativada a 50 °C (CURTHOYS et al, 1973; CURTHOYS et al.,

1974).
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5.4.2.1. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA GLUTAMINASE DEPENDENTE DE
FOSFATO

Apbs o descongelamento das células, o volume da suspensao foi diluido
1:2 em tamp&o Tris-HCI 130 mmol.L™" (pH 8,6), homogeneizado em Van Potter
Elvehjen e sonicado em 4 ciclos de 15 segundos numa freqiéncia de 20 KHz
em aparelho de ultra-som (Sonics & Material Inc). A preparacao foi centrifugada
a 1.450 g durante 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (Hitachi modelo
CR21E) e o sobrenadante (extrato livre) foi utilizado no ensaio. Nestes
experimentos, o extrato livre (100 ulL) foi utilizado, conforme descricdo abaixo:

12 Etapa: A mistura de reacgdo foi constituida de: Tris 63 mmol.L"'—
Fosfato 206 mmol.L™ — EDTA 0,25 mmol.L™ (pH 8,6), L-glutamina 18 mmol.L™,
tampao fostato de potassio 36 mmol.L™" — 4cido bérico 0,9 mmol.L™" (pH 8,0) e
incubados a 37 °C durante 30 minutos. A reacao foi interrompida com 100 uL
de HCI 3 mol.L™" e a mistura foi resfriada em banho de gelo por 5 minutos.

22 Etapa - A mistura da 12 etapa foi adicionada ao seguinte meio de
reacgdo: Tris-HCI 130 mmol.L™ (pH 9,4), NAD* 2 mmol.L"", ADP 0,2 mmol.L",
H.O2 0,03%, 70 U de glutamato desidrogenase (E.C. 1.4.1.3). A leitura da
absorbancia em 340 nm em espectrofotémetro (Hitachi modelo U 2001) foi feita
nos tempos 0 e 30 minutos de incubacao a 37 °C. Para determinacédo do Km da
enzima foram utilizados 1300 a 1600 pg/mL de proteina e 2,5 a 100 mmol.L™
de L-glutamina. O Km foi expresso em umoles de NADH.min™" e a atividade em
umoles de NADH.min"'.mg 'proteina.

5.4.2.2. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA GLUTAMINASE INDEPENDENTE DE

FOSFATO
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As células foram armazenadas em nitrogénio liquido e quando do
descongelamento, o volume da suspenséao foi diluido 1:2 em tampao maleato
60 mmol.L™" (pH 6,6), homogeneizado em Van Potter Elvehjen e sonicado
numa freqtiéncia de 20 KHz durante 15 segundos por 4 vezes em aparelho de
ultrasom (Sonics & Material Inc). A preparacao foi centrifugada a 1.450 g
durante 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (Hitachi modelo CR21E), e
0 sobrenadante (extrato livre) foi utilizado no ensaio. Esse extrato foi entédo
aquecido a 50 °C visando inativar a glutaminase dependente de fosfato que é
instavel a essa temperatura (CURTHOYS et al., 1973; CURTHOYS et al., 1974).
Nestes experimentos, o extrato livre (100 uL) foi utilizado, conforme descricao
abaixo:

12 Etapa: A mistura de reacdo foi constituida de Maleato 60 mmol.L"'—
EDTA 0,2 mmol.L™ (pH 6,6), L-glutamina 18 mmol.L™, e incubados a 37 °C
durante 30 minutos. A reacao foi interrompida com 100 pL de HCI 0,3 mmol.L™
e a mistura foi resfriada em banho de gelo por 5 minutos.

22 Etapa - A mistura da 12 etapa foi adicionada ao seguinte meio de
reacgdo: Tris-HCI 130 mmol.L™ (pH 9,4), NAD* 2 mmol.L"", ADP 0,2 mmol.L",
H.O2 0,03%, 70 U de glutamato desidrogenase (E.C. 1.4.1.3). A leitura da
absorbancia em 340 nm em espectrofotémetro (Hitachi modelo U 2001) foi feita
nos tempos 0 e 30 minutos de incubacao a 37 °C. A atividade foi expressa em

umoles de NADH.min".mg 'proteina

5.5. UTILIZACAO DE L-ARGININA PELAS CELULAS WALKER 256
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5.5.1. DETERMINACAO DA PRODUCAO DE UREIA PELAS CELULAS WALKER 256
INTEGRAS

Células coletadas como descrito anteriormente (item 5.2.) foram
suspensas em tampao maleato 10 mmol.L”" — MnSO,4 50 mmol.L™ na proporgéo
de 4,1 x 10" células para cada 1,0 mL de suspensdo e mantidas sob agitacdo
constante a 37 °C. Adicionou-se entdo 25 mmol-L" de L-arginina e nos tempos
0, 15, 30 e 45 minutos apéds a adicdo de L-arginina, foram coletados 1,0 mL da
suspensao celular. Imediatamente ap6s a coleta da aliquota da suspensao,
esta aliquota foi centrifugada a 6.150 g durante 5 minutos em microcentrifuga
(Centaur — Sanyo). Apds a adicdo de acido acético 87% para interromper a
reacao, os sobrenadantes foram mantidos em banho de gelo até o0 momento da
dosagem de uréia. Em todos os tempos foram realizados controles na auséncia

de L-arginina.

5.5.1.1. DOSAGEM DE UREIA

Com o intuito de retirar o excedente de aminodcidos da mistura de
reacdo, foram adicionados 1,5 mL de Hidréxido de Bario 0,073 mol.L™"; 0,4 mL
de Sulfato de Zinco 0,275 mol.L™' (GREENBERG, 1955). A suspensdo foi
centrifugada a 1.510 g em centrifuga clinica (FANEN — Excelsa 2) por 10
minutos e ao sobrenadante foram adicionados: 540 pL de H3PO2:H.SO4 — 3:1 e
75 pL de solucdo de diacetiimonoxima 3% em etanol absoluto. Os tubos
contendo a mistura de reagdo foram colocados em banho de agua fervente
durante uma hora e a leitura da absorbéancia realizada a 490 nm (SATOH e ITO,

1967). A atividade da arginase foi expressa em pmoles de uréia x 10’ células.
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5.5.2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ARGINASE EM EXTRATOS DAS

CELULAS WALKER 256

Ao volume de suspensao celular descongelada, foi adicionado o tampéao
maleato 10 mmol.L™" - MnSO4 50 mmol.L™" (pH 7,0) numa proporcéo de 1:1. O
extrato foi entdo homogeneizado em homogeinizador Van Potter Elvehjen
(pistilo apertado 20 x), submetido a 4 ciclos de sonicagédo de 15 segundos em
uma freqiéncia de 20 KHz em aparelho de ultra-som (Sonics & Material Inc.) e
centrifugado a 1.450 g por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (Hitachi
modelo CR21E). O sobrenadante foi incubado a 55 °C durante 10 minutos para
promover a ativagdo da enzima (SCHIMKE, 1962).

A atividade enzimatica foi determinada em volume final de 1 mL utilizando-
se 0 seguinte sistema de reacdo: Tris-HCI 100 mmol.L™ (pH 8,0), 25 mmol.L™
de L-arginina. Nos experimentos a concentracdo de proteina variou de 1200
até 2000 pg de proteina. Esse sistema foi incubado a 37 °C durante 10
minutos. A reacao foi interrompida com 1,0 mL de acido acético 87% e em
seguida foi feita a dosagem de uréia conforme descrito anteriormente no item
5.51.1. Para a determinacdo do Km foram utilizados 10 a 70 mmol.L" de L-
arginina. A atividade da arginase foi expressa em pmoles de uréia.min"'mg’

'proteina e 0 Km em pmoles de uréia.min™.

5.5.3. DETERMINACAO DA PRoDUCAO DE OxIDO NiTRICO POR CELULAS

WALKER 256
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Para a determinacdo da producdo de NO, as células de Walker 256
foram coletadas como ja descrito anteriormente. Apds a remocao das células
aderentes, 0 nimero de células da suspensdo foi ajustado para 4,1 x 10’
células/mL. A um volume de 0,6 mL de suspensao celular adicionou-se 10
mmol.L™" de L-arginina e a suspensdo foi mantida sob agitagdo a 37 °C. Foram
coletadas aliquotas de 0,6 mL da suspenséo celular nos tempos 0, 1, 2, 3,4 e
5 horas ap6s a adicao de L-arginina. Imediatamente apds a coleta, as aliquotas
foram centrifugadas a 550 g em microcentrifuga (Centaur - Sanyo) durante 5
minutos. Os sobrenadantes foram separados em microtubos que foram
mantidos em banho de gelo até o momento da dosagem de NO, pela reacao de
Griess. Para tal, a 400 uL dos sobrenadantes das aliquotas obtidas em cada
tempo foram adicionados 400 uL do reativo de Griess (GREEN et al., 1982).
Este é constituido pela mistura de duas solugbes A e B na proporgao 1:1,
imediatamente antes do uso. A solugéo A é constituida de naftiletilenodiamino
0,1% (p/v) em &acido orto-fosférico 5% (v/v) e a solugdo B por sulfonamina p-
aminobenzeno 1% (p/v) em &cido orto-fosférico 5% (v/v). Decorrido o tempo de
10 minutos, uma aliquota de 200 uL da mistura reativa acima foi colocada em
uma placa de 96 pocos e a absorbancia determinada em leitor de microplacas
(Micro-Elisa Reader, Bio-Rad) utilizando-se um filtro de 550 nm. A
concentragao de nitrito foi determinada utilizando uma curva padrao de NaNO..
A producdo de NO foi expressa em nmols.L™" de nitrito x 107 células. Foram
realizados controles na auséncia de L-arginina para todos os tempos em que

transcorreu o experimento.

5.5.4. ATIVIDADE DA AGMATINASE
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A determinacdo da atividade da agmatinase foi desenvolvida segundo o
método de CARVAJAL e cols. (1999) modificado por IYER e cols. (2002),
utilizando a detecgao colorimétrica da uréia em extratos de células. Ao volume
de células descongelado foi adicionado o tamp&o Tris 50 mmol.L" - (pH 8,5)
em uma proporcdo de 1:2 A preparacdo foi homogeneizada em
homogeneizador Van Potter Elvehjen (pistilo apertado 20 x), submetido a 4
ciclos de sonicacdo de 15 segundos em uma freqiéncia de 20 KHz em
aparelho de ultra-som (Sonics & Material Inc.) e centrifugado a 5.800 g por 10
minutos centrifuga refrigerada a 4 °C (Hitachi modelo CR21E).

O sistema de incubacao em volume final de 650 uL foi constituido de: Tris
46 mmol.L™" (pH 8,5), 1,84 mmol.L”" de MnSO, e 92,3 mmol.L" de Sulfato de
Agmatina e um volume de extrato livre de células que corresponda a 700 até
1500 pg de proteina. Apds a incubagédo a 37 °C por uma hora, a dosagem de
uréia foi realizada conforme descrito no item 5.5.1.1. A atividade foi expressa
em mmols de uréia.min”.mg'proteina. Alternativamente, utilizou-se também
um kit para determinagao enzimatica de uréia utilizando-se urease e glutamato
desidrogenase UV (Bioclin, Brasil), procedendo-se entdo de acordo com as
instrucdes do fabricante. Nesta reacdo, ap6s a hidrélise da uréia a aménia e
gas carbdnico pela urease, a glutamato desidrogenase (GDH) na presenca de
amonia e a-cetoglutarato oxida o NADH a NAD". Esta oxidagdo é medida pela
queda na absorbéancia que é proporcional a concentracao de uréia na amostra.
A atividade foi expressa em nmols de NADH.min"'.mg'proteina. A reacdo é

linear para amostras com até 50 mmol.L™.
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5.5.5. DETERMINACAO DOS NIVEIS DAS POLIAMINAS PUTRESCINA, ESPERMINA
E ESPERMIDINA EM CELULAS WALKER 256

As células foram obtidas conforme descricdo no item 5.2. a suspensao
foi ajustada para 2,5 x 107 células para cada 2 mL. A esta suspensdo foi
adicionado 6 mL de solucdo de albumina 4% preparada em &agua. Esta
suspensao foi entdo centrifugada a 570 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de &cido perclérico 6%. O tubo foi
agitado vigorosamente em vortex e a mistura foi novamente centrifugada a
570 g por 10 minutos. O sobrenadante que continha as poliaminas foi entao
designado como amostra. A amostra sofreu entdo um processo de
derivatizacdo pré-coluna com cloreto de benzoila, segundo o método de
SCHENKEL e cols. (1995). A 1 mL dos padrées ou amostra foram adicionados
2 mL de NaOH 2 mmol.L" e 5 pL de cloreto de benzoila. Apds a incubacéo
foram adicionados 2 mL de solucao saturada de NaCl e 2 mL de cloroférmio. A
mistura foi centrifugada a 780 g por 10 minutos. Foram coletados 1,5 mL do
liquido depositado na parte inferior do tudo. Esse volume foi evaporado em Nz e
ao tubo foram adicionados 0,5 mL de fase movel (metanol/agua 55:45 v/v)
seguidos de incubacao a 35 °C durante 15 horas overnight. Apds a incubacao
foram adicionados 0,2 mL de NaOH 2 mmol.L" e 2 mL de cloroférmio. O
volume foi evaporado em N e os tubos foram armazenados a -20 °C até a
passagem das amostras no HPLC (Sistema Prominence da Shimadzu (Téquio,
Japao) equipado com bomba LC-20AD, degaseificador DGU-20A5,
controladora CBM-20A, forno de coluna CTO-10ASVP e detector "diode array"
SPD-M20A - Software LC-Solution Multi). A coluna utilizada foi a LC-18 (250 x

4,6 mm, 5 um) da Metachem mantida a temperatura de 30°C. A separagao dos
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produtos foi feita com fluxo de 1 mL/minuto. Solucdes padrdes de poliaminas
foram submetidas ao mesmo tratamento das amostras a fim se garantir a

eficacia dos procedimentos.

5.6. DETERMINACAO DA PRODUCAO IN VITRO DAS CITOCINAS IL-6 E TNF-a

PELAS CELULAS WALKER 256

Para a determinacédo da producgao in vitro das citocinas foram utilizados
kits especificos (Amersham Biosciences) e as dosagens foram realizadas
conforme instrucdes do fabricante.

As sensibilidades dos métodos foram de 31-2000 pg/mL para IL-6 e 31-
2500 pg/mL para TNF—a, respectivamente. Em uma placa de 96 pocos 2,5 x
10" células por pogo foram incubadas em 500 pL meio RPMI-1640
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, penicilina (100 U/mL) e
gentamicina (50 pg/mL) por 5 horas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO..
Entdo a suspensao celular foi centrifugada a 7.740 g por 10 minutos e os
sobrenadantes (amostras) de cada poco da triplicata foram colocados em tubos
de 1,5 mL e congelados a -80°C até o momento da analise. As amostras foram
diluidas 2 vezes para a dosagem de IL-6 e 7 vezes para a dosagem deTNF-a.

Os kits eram compostos de placas de 96 pogos que continham os
anticorpos onde foram adicionados as amostras ou padrdes. Apds incubacéao e
lavagem dos pocgos foi adicionado o reagente contendo estreptoavidina
conjudada a HRP (Horsedish peroxidade). Apds lavagens sucessivas foi
adicionado o anticorpo biotinilado seguido de incubacéao e lavagens e da adi¢ao

do reagente TMB (Tetramethylbenzidine). A reacao foi interrompida pela adicao
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de acido sulfurico e a leitura realizada a 450 nm em leitor de microplaca. As

concentracdes foram expressas em ng/mL/2,5 x 107 células.

5.7. PRODUCAO in vitro DE PGE, PELAS CELULAS WALKER 256

As suspensdes celulares contendo 2,5 x 10” células foram incubadas na
presenca ou auséncia de 60 pmol.L" de &cido araquiddnico durante 1 hora e
entao foram centrifugadas a 7.740 g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
estocados a -80 °C até o ensaio. A prostraglandina E> (PGE,) é um produto
primario do metabolismo do 4cido arquidénico em muitas células. A PGE; néo é
pré-sintetizada nas células e é formada quando as células sdo estimuladas
pelo acido araquidénico. O ensaio é baseado na competitividade pela ligacéo a
uma quantidade limitada de anticorpo monoclonal para PGE,, entre a PGE>
produzida e um tracador (AChE conjugada a PGE,). A concentracido de PGE-
foi determinada por imunoanalise enziméatica (PGE., EIA kit, Cayman
Chemical). A leitura foi realizada a 420 nm em um leitor de microplacas (Bio-
RAD, Benchmark) e a concentragdao de PGE: foi expressa em ng de PGE»/2,5

x 107 células.

5.8. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteina foi realizada pelo método de LOWRY et al. (1951),
utilizando-se espectrofotdmetro (Hitachi modelo U 2001) e albumina de soro
bovino como padrao.

5.9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se Andlise de

Variancia (ANOVA). Para localizar diferengas obtidas na ANOVA foram
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empregados os testes de Teste de Tukey ou Newman Keuls. Foram utilizados
0s pacotes de estatistica para microcomputadores Statistic 5.5 (StatSoft, Inc.)
para a ANOVA e Prisma versao 3.3 para a determinacdo do Km da arginase e

da glutaminase.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os experimentos, foram utilizadas suspensdes celulares
homogéneas, constituidas apenas de células do tumor ascitico de Walker 256.
O procedimento de obtencao das preparacdes celulares livres de heméacias e
macréfagos mostrou-se eficiente. A figura 4 mostra imagens geradas pela
microscopia eletrénica de varredura com aumento de 500 x (4A) e 3000 x (4B)
indicando que as preparacoes celulares utilizadas estavam destituidas de
macréfagos e outros tipos celulares que poderiam estar contidos no fluido
ascitico. Portanto, eram compostas apenas das células do tumor de Walker
256, garantindo desta forma, que os resultados apresentados em todos os
experimentos sao procedentes apenas das células tumorais, incluindo a
atividade das enzimas, a producdo de poliaminas e dos mediadores do

processo caquético tais como as citocinas e a PGE-.
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X 3000 5 pm

FIGURA 4. CELULAS WALKER 256 ISOLADAS A PARTIR DO FLUIDO
ASCITICO
FONTE: o autor (2008)

NOTA: As imagens demonstram a eficiéncia do processo de separacdo dos
macréfagos das células Walker 256 colhidas do liquido ascitico por microscopia
eletrénica de varredura. A) aumento original de 500x; B) aumento original de
3000 x. As amostras foram preparadas conforme descri¢ao no item 3.1.
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6.1. MORFOLOGIA DO TUMOR ASCITICO DE WALKER 256

A maioria dos estudos morfolégicos das células Walker 256 sao
referentes aos tumores sélidos. Considerando essa escassez de dados um
estudo por microscopia eletronica de transmissao foi desenvolvido utilizando-se
as células do tumor ascitico de Walker 256 com 4 dias de desenvolvimento.
Estas apresentaram nucleo arredondado com nucléolo evidente. No nucleo,
destacam-se regides de heterocromatina e eucromatina e o envelope nuclear
apresenta poros. No citosol foram visualizados autofagossomos, corpos
lipidicos, mitocbéndrias, ribossomos, reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e
complexo de Golgi (CG) (Figura 5). As caracteristicas morfolégicas do tumor
ascitico de Walker 256 assemelham-se aquelas descritas por MATTOS e cols.
(1980) e por SIMPKINS e cols. (1991) para o tumor sélido, onde apareceram o
nucléolo proeminente e a cromatina dispersa com pequenas dobras de
heterocromatina. No citosol foram vistos numerosos ribossomos complexados,
mitocbndrias arredondadas ou ovais. O reticulo endoplasmatico liso,
mitocbéndrias e vacuolos sao abundantes e o aparato de Golgi evidente.

Na suspensado celular obtida do tumor ascitico com 4 dias apds o
implante foram também encontradas algumas células em processo de
apoptose (Figuras 6). A figura 6 mostra as células Walker 256 no inicio do
processo de apoptose onde podem ser visualizados os fenémenos de

vacuolizagdo citoplasmética e heterocromatizacao nuclear (Figura 6 A-F).
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FIGURA 5. MORFOLOGIA DAS CELULAS WALKER 256.
FONTE: o autor (2008)

NOTA: A-D: Células x controle. Em A, observar o nucleo eucromatizado (n),
nucléolo evidente (nc), citoplasma contendo mitocéndrias (m) e
autofagossomos (a). Em B, C e D aparecem detalhes do citoplasma da célula
visualizada em A. Observar: reticulo endoplasmatico rugoso (RER), corpos
lipidicos (cl), nuacleo (n), eucromatina (ec), heterocromatina (hc), poro nuclear
(pn) e o complexo de golgi (CG). As amostras foram preparadas conforme
descricao no item 3.2.
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FIGURA 6. CELULAS WALKER 256 EM PROCESSO APOPTOTICO
FONTE: o autor (2008)

NOTA: A-F: Células em processo apoptético avangcado. Em A, observar as
alteragcbes de membrana (1) e a vacuolizagdo citoplasmética (2). Em B-F
observar os corpos apoptoéticos (4) contendo organelas como mitocondrias (5),
RER (7), fragmentos do DNA condensados (3) e a heterocromatiza¢ao nuclear

(6).
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6.2. UTILIZACAO DA L-GLUTAMINA PELAS CELULAS WALKER 256

O estudo da via de utilizacdo da glutamina em células Walker 256
através da producdo de L-lactato e da atividade das glutaminases tem
relevancia porque entre outras finalidades a L-glutamina exerce importante
papel sobre a regulacdo do equilibrio redox celular, incluindo o metabolismo
oxidativo, com conseqliente geracao de ROS, sobre os processos de apoptose,
atuando nas vias de sinalizagao celular, e sobre a regulacao da proliferacao de

células tumorais, promovendo a sintese de glutationa (MATES et al., 2002).

6.2.1. PRODUCAO DE L-LACTATO

Os experimentos cujos resultados sdo mostrados na Figura 7 foram
planejados com a finalidade de avaliar a utilizacdo de L-glutamina por células
Walker 256. Verifica-se na figura 7 que células do tumor ascitico possuem uma
expressiva producao de L-lactato a partir de substratos enddégenos. A producao
de L-lactato foi 43,4% superior na presenca de L-glutamina em relacdo aos
controles. Aos 30 minutos de incubacédo os controles produziram em média
31,3 umoles de L-lactato / 107 células enquanto que nos sistemas incubados
com L-glutamina essa producado foi de aproximadamente 45 umoles de L-
lactato / 107 células.

A produgao de L-lactato por tumores de Walker 256 na forma sélida ja
havia sido demonstrada in vivo (SAUER e DAUCHY, 1985) e in vitro (HELMLINGER
et al., 2002). SAUER e DAUCHY (1983) demonstraram através das medidas das
diferencas arteriovenosas das concentracées de metabdlitos que o acido latico
foi produzido ou utilizado pelo tumor dependendo de sua concentragdo no

sangue arterial. A producéo ou utilizacdo ocorreu, respectivamente, quando a
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concentracdo de lactato no sangue arterial foi menor que 1 ou maior que 3
mmol.L”". Em um trabalho posterior, os autores demonstraram que no sangue
venoso e arterial de ratos portadores de tumor sélido e nos vasos sangiineos
do proprio tumor, a producao e utilizacao de L-lactato pelas células Walker 256
sdo reguladas pelas concentracbes de L-lactato no sangue arterial
independentemente das diferencas do estado redox ([lactato]/[piruvato]) do
tumor e do sangue do hospedeiro. O estado redox ([lactato]/[piruvato]) do
hospedeiro varia, enquanto que o estado redox do tumor permanece constante.
A concentracdo intracelular de L-lactato variou de 1-4 mmol.L" com média
igual a 2,3 mmol.L™" (SAUER e DAUCHY, 1985).

Na utilizagdo da L-glutamina, a glutaminase é de fundamental importancia,
pois representa a primeira enzima da via. Células tumorais podem apresentar
uma acentuada expressdao das enzimas glutaminase fosfato-dependente,
glutaminase fosfato-independente e malato descarboxilase NADP-dependente,
dando a possibilidade de uma via alternativa de produgdo de energia, a
glutamindlise (MAZUREK et al., 2005).

As atividades das isoenzimas glutaminases sao perfeitamente
distinguiveis pelas condicoes experimentais, pois podem depender ou nao de
fostato e possuem atividades maximas em diferentes valores de pH. Para a
glutaminase fosfato dependente observa-se uma atividade maxima em pH 8,5
e na presenca de fosfato. Para a glutaminase fosfato independente o pH étimo
€ observado em pH 6,6, na presenca de maleato, o qual é necessario para sua
ativacdo. Além disso, a glutaminase dependente de fosfato é mais instavel,

sendo inativada a 50 °C (CURTHOYS et al., 1973; CURTHOYS et al., 1974). Tais
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caracteristicas foram exploradas no presente estudo com a finalidade de se

caracterizar o tipo de glutaminase presente nestas células.
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FIGURA 7. PRODUCAOQ DE L-LACTATO PELAS CELULAS WALKER 256.
FONTE: o autor (2008)

NOTA: A amostra foi preparada conforme descrito na secao Materiais e
Métodos (item 5.4.1). A aliquota obtida aos 30 minutos de incubacgao foi
neutralizada, centrifugada e 200 pL do sobrenadante foi adicionado a um meio
de reacdo constituido de tampao Glicina 0,5 mol.L™" (pH 9,5), Hidrazina 0,4
mol.L™", NAD* 1,5 mmol.L" e 2,4 U de Lactato Desidrogenase. A mistura de
reacao foi incubada durante 90 minutos a 30 °C em um volume final de 1 mL.
Os resultados representam a média = EPM de quatro experimentos
independentes realizados em triplicata.

***indica p<0,001.

6.2.2. GLUTAMINASE DEPENDENTE DE FOSFATO
Nas condicbes experimentais utilizadas, foi detectada a presenca da

enzima dependente de fosfato, com uma atividade de



75

11,7 £ 6,5 pmoles.min".mg"' proteina. O Km encontrado para a glutaminase
nos extratos celulares do tumor ascitico de Walker 256 foi 4,7 + 0,8 mmol.L™
(figura 8). Esse valor € semelhante ao valor relatado por SHAPIRO e cols. (1982)
quando utilizaram elevadas concentragdes de fosfato (206 mmol.L") para a
glutaminase obtida de mitocondrias isoladas de rim de rato. O Km da enzima
diminuiu de 36 para 4 mmol.L" quando a concentracdo de fosfato foi
aumentada de 5 para 100 mmol.L", garantindo desse modo, condicdes
saturantes de fosfato.

E amplamente reconhecido que a atividade da glutaminase é elevada
em células tumorais (BOARD et al.,, 1990) e ja foi purificada a partir do liquido
ascitico de pacientes portadores de cancer ovariano (BHATTACHARYA e MAITY,
2000) bem como, determinada em tumores solidos de Walker 256 (KNOX et al.,
1967; KNOX et al., 1969). Além da atividade elevada 10,7 (umoles/minuto) x mg
de tecido para a isoforma do tipo L (liver), independente de fosfato, e de 8,8
(wmoles/minuto) x mg de tecido para a isoforma do tipo K (kidney), dependente
de fosfato) os autores estabeleceram uma correlagcdo entre o conteludo da
glutaminase, o crescimento e o grau de diferenciagdo celular em 4 linhagens de
tumores de origem mamaria, incluindo o tumor de Walker 256. Em uma escala
de intervalo de 1 a 5 em ordem decrescente quanto ao grau de diferenciacao, o
tumor de Walker 256, o qual apresenta células altamente indiferenciadas,
recebeu o escore 4,9.

A figura 8 mostra um comportamento hiperbdlico quanto a concentracao
de substrato. Estudos sobre a caracterizacdo e descricdo das propriedades
cinéticas da glutaminase dependente de fosfato em células tumorais s&o

escassos. WILLIAMS e MANSON (1957) e KOVACEVIC et al., (1974) descreveram
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as caracteristicas da glutaminase utilizando-se mitocdndrias isoladas de células
HelLa e de células do tumor ascitico de Ehrlich, respectivamente. Entretanto, o
Km da enzima nao foi determinado nesses estudos. Posteriormente, QUESADA
e cols. (1988) purificaram a glutaminase dependente de fosfato de mitocdndrias
isoladas do tumor ascitico de Ehlich e verificaram que a mesma se
assemelhava a isoforma do tipo K, uma vez que, a do tipo L ndo precipitaria
com anticorpos contra a enzima do tipo renal. As curvas de saturacdo para
fosfato e L-glutamina foram sigmoidais quando analisadas em pH 8. Os valores
de Sos foram 48 mmol.L™" e 7,6 mmol.L™!, quando analisadas em condicées
saturantes, para fosfato e L-glutamina, respectivamente.

Diferentes propriedades cinéticas foram constatadas para a enzima
purificada (QUESADA et al., 1988) e a enzima obtida de células ou mitocéndrias
isoladas (McGiIvAN e BRADFORD, 1983). A cooperatividade positiva para fosfato
e L-glutamina foi somente observada quando se utilizou a enzima purificada,
indicando que o processo de extracdo pode ter acarretado mudangas
conformacionais capazes de alterar o comportamento cinético da enzima.

GOOSSENS e cols. (1996) investigaram o papel das vias bioenergéticas
envolvidas na oxidacao da L-glutamina sobre o efeito citotoxico do TNF-a. Os
autores demonstraram que as células de fibrosarcoma L929 utilizam
preferencialmente a L-glutamina e ndo a glucose como substrato energético e
que esse metabolismo energético é capaz de promover uma resposta citotdéxica
das células ao TNF-a. A dependéncia entre a citotoxidade do TNF-o e a
utilizacdo da L-glutamina nao € atribuida a taxa de respiracdo mitocondrial em

si. As vias enzimaticas especificamente utilizadas na oxidagdo mitocondrial da
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L-glutamina sensibilizam a mitocéndria aos efeitos citotdéxicos do TNF-a, e sua

atividade, além disso, amplificando a produc¢éo das ROS.
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FIGURA 8. ATIVIDADE DA GLUTAMINASE EM EXTRATO LIVRE DE
CELULAS WALKER 256.

FONTE: o autor (2008)

NOTA: Foram utilizados 1300 a 1600 pg/mL de proteina e 2,5 a 100 mmol.L

de L-glutamina. O inserto mostra o grafico de Lineweaver-Burk. A amostra foi
preparada conforme descrito na secao Materiais e Métodos (item 5.4.2.1).
6.2.3. GLUTAMINASE INDEPENDENTE DE FOSFATO
A atividade especifica da glutaminase determinada quando as condi¢des
experimentais, tais como o pH e o cofator maleato foram utilizados para a

isoenzima glutaminase independente de fosfato, foi 3,0 + 1,2 pmols.min™".mg’

'proteina (Tabela 1) quando o extrato celular ndo foi aquecido a 50 °C. Esse
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valor pode ser considerado o somatério das atividades das duas isoenzimas,
levando-se em conta o fato de que é possivel a permanéncia de uma atividade
residual da glutaminase dependente de fosfato mesmo distante do seu pH
6timo, que é 8,6. Quando o extrato foi submetido ao aquecimento a 50 °C a
atividade determinada foi 1,1 + 0,6 pmoles.min”.mg 'proteina (Tabela 1).
Mesmo assim, a presencga da atividade da glutaminase reforca a hipétese de

que as células Walker 256 realizam a glutamindlise.

TABELA 1. ATIVIDADE ESPECIFICA DA GLUTAMINASE INDEPENDENTE
DE FOSFATO.

Atividade Especifica da Glutaminase
(umols.min 1.mglprot)

com incubagcdo a 50 ° C sem incubagdo a 50 °C

1.1+ 0.6 30+£1.2

FONTE: O AUTOR (2008)

NOTA: A amostra foi prepara conforme item 5.4.2.2. da Se¢ao Materiais e
Métodos. Uma aliquota de 100 pL foi transferida para o seguinte meio de
reacdo: Maleato 60 mmol.L™" - EDTA 0,2 mmol.L™" (pH 6,6) - 18 mmol.L" de L-
glutamina e incubada a 37 °C durante 30 minutos. A reacao foi interrompida
com HCI 0,3 mmol.L™" . O volume total de 1 mL foi transferido para um segundo
meio de reagdo contendo Tris 130 mmol.L™”" (pH 9,4), NAD* 0,2 mmol.L", ATP
0,2 mmol.L", 0,03% H;0> e 70 U de GDH. Essa mistura foi incubada durante
30 minutos a 37 °C e a leitura da absorbancia realizada a 340 nm. Os dados
representam as médias + EPM de trés experimentos independentes realizados
em triplicata.
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6.3. UTILIZACAO DE L-ARGININA PELAS ENZIMAS ENVOLVIDAS NA SINTESE DE

POLIAMINAS - ARGINASE E AGMATINASE E A PRODUGCAO DE OXIDO NiTRICO

PELA NOS

Dando sequiéncia aos estudos referentes a utilizacdo de aminoéacidos
pelas células Walker 256, foi também avaliada a utilizacao de L-arginina. Este
aminoacido pode ser utilizado via arginase, 6xido nitrico sintase e via arginina
descarboxilase (Figura 2).

No primeiro caso, isto é, da utilizagdo da L-arginina na via da arginase, o
produto metabdlico é a uréia. No segundo caso, o produto € o NO e no terceiro

€ a agmatina. Inicialmente, foi avaliada a atividade da arginase.

6.3.1. ATIVIDADE DA ARGINASE EM CELULAS WALKER 256 INTEIRAS

A atividade da arginase nas células do tumor ascitico de Walker foi
avaliada pelo método de SATOH e ITO (1967). Na presenca e na auséncia de 25
mmol.L™" de L-arginina, em funcéo do tempo de incubacgdo. A figura 9 mostra a
producao de uréia pelas células Walker 256 intactas, ao longo dos 45 minutos.
Na presenca de L-arginina, as células produziram ~ 334 umols.L™ / 107 células
aos 30 minutos de incubacdo e =~ 505 pmols.L™ / 107 células aos 45 minutos de
incubacéao (Figura 9). Esses valores correspondem a uma quantidade 17 vezes
maior que os controles aos 30 minutos de incubacéo e 25 vezes maior que 0s
controles aos 45 minutos de incubacao. Embora este resultado ndo signifique a
operacionalidade de um ciclo da uréia completo, a arginase tem sido
encontrada em tecidos que nao dispdem desse ciclo e sua funcdo em tecidos

extra-hepaticos ndo € clara. Provavelmente esta enzima esta relacionada a



80

sintese de poliaminas e sua funcdo na modulacdo da biossintese dessas
moléculas e o crescimento de tumores tém sido relatados (GOKMEN et al.,

2001).
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FIGURA 9. PRODUCAO DE UREIA PELA ARGINASE EM FUNCAO DO
TEMPO.
FONTE: o autor (2008)

NOTA: As células foram diluidas em tamp&o Maleato 10 mmol.L™" — MnSO, 50
mmol.L™" - 25 mmol.L™' de L-arginina obtendo-se 4,1 x 107 células para cada 1,0
mL de suspensdo e mantidas sob agitacdo constante a 37 °C. Nos tempos 0,
15, 30 e 45 minutos apds a adicao de L-arginina, foram coletados 1,0 mL da
suspensao celular. A suspensao foi centrifugada a 1510 g por 10 minutos e ao
sobrenadante foram adicionados: 540 pL de H3PO2:H,SO4 — 3:1 e 75 pL de
solucdo de diacetiimonoxima 3% em etanol absoluto. Os tubos foram
submetidos a banho de fervura (100 °C) durante uma hora e a leitura da
absorbancia realizada a 490 nm. Os dados representam as médias + EPM em
relacdo ao controle no mesmo tempo, e trés experimentos independentes
utilizando o tumor ascitico com 6 dias apés o implante. p< 0,001.
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6.3.2. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE DA ARGINASE EM EXTRATOS DE
CELULAS WALKER 256

Nesses experimentos foram utilizados extratos celulares submetidos ao
aquecimento a 50 °C para promover a ativacao da enzima (SCHIMKE, 1962). Os
resultados indicaram a capacidade de sintese de uréia pela via da arginase
quando foram utilizados os extratos das células Walker 256. A atividade da
arginase revelou-se dependente do tempo de desenvolvimento do tumor
ascitico. Os extratos obtidos dos tumores asciticos com 4 dias de
desenvolvimento apds o implante apresentaram um tergo (35,7 %) da atividade
em relacdo ao tumor com 6 dias de desenvolvimento (Tabela 2). Esse fato
poderia sugerir uma inducdo da atividade desta enzima por fatores
dependentes do tempo de desenvolvimento do tumor ou ainda, secretados pelo
hospedeiro. O Km apresentado pela arginase foi de = 9,7.102 + 2,39. 107
mol.L™ (figura 10). Este valor é aproximadamente duas vezes maior que aquele
encontrado para a arginase presente em fracbes mitocoOndriais de
homogeneizados de glandulas mamérias bovinas (4,95.10% + 0,98.107
mol.L™") (BAscH et al., 1997).

Pacientes com cancer de mama apresentaram elevada atividade da
arginase em relacédo aos tecidos-controle adjacentes aos tumores (POREMBSKA
et al., 2003). O papel das arginases em varias linhagens celulares de cancer de
mama humano foi investigado por SINGH e cols. (2000). As linhagens celulares
que apresentaram altos niveis de expressdao da arginase continham
naturalmente altas taxas de crescimento em relagdao aquelas que apresentaram

niveis de expressdo da arginase imensuraveis ou baixos. Além disso, as



82

linhagens celulares que continham atividade e expressdo da arginase
apresentaram crescimento mais rapido e niveis significantemente mais altos de
poliaminas. Sendo assim, é importante destacar que o tumor de Walker 256, o
qual originariamente foi detectado como um tumor de mama em ratas,
apresenta atividade para a arginase e essa atividade varia ao longo do
desenvolvimento do tumor, sugerindo um papel determinante em sua
progressao. As atividades constatadas por SINGH e cols. (2000) foram de = 0,5
nmoles de uréia/30 min/ug proteina para as linhagens celulares de cancer de
mama (BT-474 e MDA-MB-468), enquanto que, para os extratos celulares do
tumor ascitico de Walker 256 esta atividade foi de 30 umoles de uréia.min’.mg’
! proteina, demonstrando uma atividade muito superior as linhagens celulares

estudadas por aqueles autores.

TABELA 2. ATIVIDADE ESPECIFICA DA ARGINASE

Atividade Especifica da Arginase em extratos de células Walker 256
ao longo do desenvolvimento do tumor ascitico

Tempo de desenvolvimento Atividade Especifica
(em dias a partir da inoculago) (umols.min™.mg'prot)
4 dias 11,04 +2,98
6 dias 30,96 + 6,26*

FONTE: o autor (2008)

NOTA: A obtengdo das amostras foi feita conforme o item 5.5.2 da secao
Materiais e Meétodos. A dosagem de wuréia foi feita utilizando-se
diacetiimonoxima 3% em etanol e a acidificacao foi feita com HsPO2:H.SO,4 —
3:1. As amostras foram submetidas a banho de fervura (100 °C) durante uma
hora e a leitura da absorbancia realizada a 490 nm. Os dados representam as
médias * EPM de cinco e trés experimentos independentes em triplicata, para
o tumor com 6 e 4 dias, respectivamente. * p< 0,05.
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FIGURA 10. ATIVIDADE DA ARGINASE EM EXTRATOS DE CELULAS
WALKER 256.
FONTE: o autor (2008)

NOTA: Foram utilizados 1200 a 2000 pg de proteina e 10 a 70 mmol.L™ de L-
arginina. O inserto mostra o grafico de Lineaweaver-Burk. O preparo das
amostras foi realizado conforme a descricdo apresentada no item 5.5.2. da
Secao Materiais e Métodos.
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6.3.3. PRODUGCAO DE OXIDO NiTRICO PELAS CELULAS WALKER 256

A L-arginina possui multiplas fungbes. Além de ser um aminoacido
necessario para a sintese protéica e precursora na sintese de L-ornitina e
uréia, como ja descrito, ele serve também como precursor na sintese de NO,
podendo ser convertida pela NOS a NO e citrulina. Neste trabalho, a produgao
de NO, expressa em concentragao de nitrito, foi demonstrada em células do
tumor ascitico de Walker 256 integras. Os resultados indicaram a sintese
significativa de NO pelas células Walker 256, decorridas 4 e 5 horas (2,55 +
1,56 e 4,05 + 1,99 nmoles.L™” de NO x 10" células, respectivamente) apds
incubagdo com L-arginina 10 mmol.L™" (Figura 11). Isso seria sugestivo de que
nos periodos iniciais de incubacdao (30 e 40 minutos) a L-arginina é
metabolizada pela arginase (Figura 9), enquanto que nos periodos mais tardios
(4 e 5 horas) a producao de NO é observada.

Vale destacar que a producdo de NO em células tumorais tem sido
descrita (TAPIERO et al., 2002), porém, em relacdo a producdo de NO pelas
células Walker 256, nao havia relatos anteriores para a forma soélida e ascitica.

O envolvimento do NO na caquexia ja foi anteriormente demonstrado em
modelos experimentais. Neste aspecto, os efeitos do NO sobre a perda
muscular e desdiferenciacdo celular foram investigados em camundongos
tratados com TNF-a. Neste modelo de perda muscular murina, o TNF-a induziu
estresse oxidativo e a sintese da Oxido nitrico sintase (NOS) no musculo
esquelético. O tratamento adicional com antioxidantes, a-tocoferol, BW755c¢ ou
com um inibidor da NOS (nitro-L-arginina) diminuiu significativamente a perda

de peso e a degradacado das proteinas musculares nos animais tratados,
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prevenindo desta forma a perda muscular e as anormalidades moleculares do
musculo esquelético (Buck e CHOJKIER, 1996).

O aumento na producdo de NO parece estar correlacionado com o
desenvolvimento da massa tumoral e, com o desenvolvimento das
manifestagdes da caquexia. Além disso, niveis plasmaticos aumentados de NO
ja foram descritos para pacientes com cancer gastrico e carcinoma coloretal
(BAKAN et al., 2002; SzALECzKY et al, 2000). Ao NO atribui-se papéis
contrastantes. Embora este radical seja considerado importante efetor da
atividade antitumoral (HiBBS et al., 1988), a producao exacerbada de NO pode
levar a danos no DNA, resultando em morte celular, mutagées e cancer (AMBS
et al., 1997).

A producdao de NO por macrofagos de animais portadores de tumor
sélido de Walker 256 por periodos prolongados, foi demonstrada anteriormente
por BRACHT (2006). O excesso de NO em tecidos inflamados pode também
ocasionar a nitracdo da proteina p53 supressora de tumor (AMBS et al., 1997;
TAPIERO et al., 2002), contribuindo com a carcinogénese e a progressao
tumoral. Adicionalmente, esta espécie radicalar pode estar envolvida com a
perda de massa muscular. Em um modelo de cancer de célon induzido por
carcinégenos em ratos, a inibicdo da NOS promove alteracdes pré-neoplasicas
através da diminuicao da producao de NO e da inducédo da ODC e da sintese
de poliaminas (SCHLEIFFER et al., 2000).

Estas evidéncias em associacdo com os resultados obtidos no presente
estudo reforcam a sugestao de que esta espécie radicalar contribui de alguma

maneira para 0s processos que levam a caquexia.
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FIGURA 11. PRODUCAO DE NO PELAS CELULAS WALKER 256.
FONTE: o autor (2008)

NOTA: Apéds pré-incubacao durante 30 minutos a suspensao celular foi mantida
sob agitacéo a 37 °C. Foram coletadas aliquotas de 0,6 mL nos tempos 0, 1, 2,
3, 4 e 5 horas apés a adicao de 10 mM de L-arginina. Para a dosagem de NO,
uma aliquota de 200 uL da mistura reativa foi colocada em uma placa de 96
pocos e a leitura feita em leitor de ELISA em 550 nm. Os valores apresentados
representam as médias £ EPM de quatro experimentos independentes.

* p<0,05.
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6.3.4. ATIVIDADE DA AGMATINASE

Além da arginase e da NOS, a L-arginina pode ser utilizada pela arginina
descarboxilase, gerando uma amina catibnica conhecida por agmatina. A
ocorréncia deste metabdlito esta relacionada com a sintese de putrescina,
precursora da espermina e de outras poliaminas. A agmatina pode gerar
putrescina pela acado da agmatinase (agmatina ureohidrolase), a qual é capaz
de converter a agmatina em putrescina e uréia (Figura 2). Esta enzima foi
descrita em tecidos de mamiferos, tais como cérebro, rins, glandula adrenal e
figado (VARGIU et al., 1999), mas sua existéncia em células tumorais ainda nao
foi descrita. Portanto, torna-se relevante a avaliacdo da possibilidade da
ocorréncia desta, em células Walker 256.

Neste estudo, a atividade especifica da agmatinase foi avaliada visando
a deteccdo da producdo de uréia na presenca do substrato agmatina.
Utilizando-se o0 método da detecgcdo colorimétrica da wuréia com
diacetiimonoxima, os resultados demonstraram a existéncia da agmatinase
com atividade especifica de 19,9 + 1,23 umoles de uréia.min"'.mg'proteina. No
entanto, a dosagem enzimatica com o kit contendo urease e glutamato
desidrogenase (Bioclin, Brasil) a producédo detectada foi muito baixa, de 1,0
0,29 nmoles de NADH.min".mg proteina, indicando a presenca de
interferentes capazes de reagir igualmente com a diacetiimonoxima, atuando
de modo inespecifico (CARVAJAL et al.,1999; IYER et al. 2002).

A atividade da enzima arginase pode estar relacionada ao aumento de
producdo da uréia verificado em animais portadores do tumor de Walker
(CORBELLO PEREIRA et al., 2003), justificando dessa forma a producéo de uréia

por tecidos extra-hepaticos em animais caquéticos. De fato, os resultados
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indicaram que esta producao pode ser atribuida, em maior grau, a atividade da
arginase, uma vez que a atividade detectada para a agmatinase, nao foi
conclusiva de sua existéncia nestas células, sendo necessario experimentos

complementares para esclarecer esta questao.

6.3.5. DETECCAO DE POLIAMINAS PRODUZIDAS PELAS CELULAS DO TUMOR
ASCITICO DE WALKER 256

Utilizando-se cromatografia liquida de alta performance (HPLC) segundo
a metodologia descrita por SCHENKEL e cols. (1995), determinou-se a produgao
de putrescina, espermina e espermidina. A figura 12 ilustra através de um
cromatograma representativo, os picos relativos aos padrdes (Figura 12 A) e ao
tumor com 6 dias de desenvolvimento (Figura 12 B) com seus respectivos
tempos de retengéao.

Demonstrou-se nesta etapa de crescimento do tumor que as células
Walker 256 sédo capazes de produzir poliaminas. Apesar dos conhecidos
efeitos das poliaminas sobre o crescimento celular ndo foram detectadas
diferencas significativas entre a producdo das poliaminas putrescina,
espermidina e espermina entre os tumores com 4 e 6 dias de desenvolvimento
(Tabela 3).

Neste estudo, as concentracées de putrescina foram menores que o0s
niveis das poliaminas espermidina e espermina (Tabela 3). Este resultado esta
de acordo com os resultados descritos por outros pesquisadores que utilizaram
outros tipos de células tumorais, embora as concentragdes relatadas fossem
superiores aquelas encontradas para o tumor ascitico de Walker 256. Nesse

aspecto é importante salientar que a inibicdo da ODC diminui os niveis de
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putrescina e promove o aumento dos niveis de espermina e espermidina Esse
aumento €& positivamente correlacionado com a ativacdo do fator NF-kB
(WILLIAMS-ASHMAN et al., 1972; BJELAKOVIC et al., 2006). Nas células do tumor
sélido de Walker 256, a ativacdo deste fator nuclear ocorre concomitante ao
aumento do conteudo da subunidade p50 de NF-kB no nucleo celular (ZALETOK
et al., 2004).

Além disso, o conteldo de poliaminas é uma consequéncia do equilibrio
entre as vias de biossintese e degradacdo. A atividade da S-
adenosiltransferase (SSAT), a enzima responsavel pela degradacdo das
poliaminas, & altamente regulada e rapidamente induzida em resposta a um
grande numero de estimulos, incluindo drogas, hormdnios, citocinas e as
proprias poliaminas (PEGG e Hu, 1995; BABBAR et al., 2006; BJELAKOVIC et al.,
2006). Entretanto, a atividade dessa enzima ndo foi avaliada no presente
trabalho. Se sua atividade estivesse aumentada, seriam justificados os baixos
niveis de poliaminas detectados.

Em Células de tumores pulmonares (non-small cell lung cancer) foi
observada a expressdao de SSAT em resposta a acdo do TNF-a através do
fator nuclear NF-kB (BABBAR et al., 2006).

Diante das observacbes acerca das diferentes funcbes das
poliaminas e seu papel na regulacdo e modulagdo dos processos de
crescimento celular, a producao das poliaminas pelas células Walker 256 é
relevante e pode estar associada a uma complexa rede de interagdes entre
essas moléculas e outros mediadores metabdlicos tais como as citocinas (TNF-
a e IL-6) e a PGE,, sendo tais mediadores, determinantes no estabelecimento

e evolugcao do processo caquético.
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FIGURA 12. CROMATROGRAMA REPRESENTATIVO DAS POLIAMINAS
(PUTRESCINA, ESPERMIDINA E ESPERMINA).
FONTE: o autor (2008)

NOTA: A) Os picos representam os padroes de putrescina 2 nmol, espermidina
20 nmol e espermidina 20 nmol. B) Os picos representam as poliaminas
produzidas pelo tumor de Walker 256 com 6 dias de desenvolvimento.
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TABELA 3. PRODUGAO DAS POLIAMINAS PUTRESCINA, ESPERMIDINA E
ESPERMINA PELAS CELULAS DO TUMOR ASCITICO DE WALKER 256
OBTIDAS DE TUMORES COM 4 E 6 DIAS APOS O IMPLANTE

Poliaminas produzidas
Poliaminas (nmoles/2,5 x 10 7 células )
4 dias 6 dias
Putrescina 1,19 £ 0,14 0,96 £+ 0,05
Espermidina 3,63 0,28 4,05 £ 0,44
Espermina 4,79 + 0,84 3,62 +0,11

FONTE: O AUTOR (2008)

NOTA: As células foram coletadas e a suspensdo ajustada para 2,5 x 10’
células/mL. Esta suspenséo foi desproteinizada e o e a mistura foi novamente
centrifugada a 570 g por 10 minutos. O sobrenadante que continha as
poliaminas sofreu entdo um processo de derivatizacdo pré-coluna segundo o
método de SCHENKEL e cols. (1995) e as amostras analisadas em HPLC. Os
resultados representam as médias = EPM de trés experimentos independentes.
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6.4. PRODUCAO DE CITOCINAS

As citocinas pré-inflamatérias tais como a IL-6 e o TNF-a, estdo
diretamente envolvidas na promog¢do e no desenvolvimento da Sindrome de
Caquexia em modelos experimentais (MOLOTKOV et al., 1998; ARGILES et al.,
1999). Quando administradas a animais portadores de cancer, promovem
perda de peso, atrofia muscular e a diminuicdo da ingestdo de alimentos
mimetizando os sintomas do processo caquético (MCNAMARA et al., 1992). O
tratamento de animais portadores de canceres com anticorpos anti-IL-6 ou
contra seu receptor, reverte os sintomas da sindrome (TSUJINAKA et al., 1996).
Todavia, a IL-6 € conhecida por exercer um duplo papel na interacao entre o
tumor e o hospedeiro, porque a producdo aumentada desta molécula pelas
células tumorais ou pelos tecidos adjacentes, pode promover uma inibicao no
crescimento tumoral, mas por outro lado, também pode promover o
desenvolvimento da caquexia do cancer (SAINI et al., 2006).

O TNF-a pode ser considerado o mediador mais importante no
estabelecimento da caquexia do cancer, embora sua atividade possa estar
associada a outras citocinas tais como a IL-6 (VOORZANGER et al., 1996;
ALVAREZ et al., 2002). Acredita-se que o TNF-a atue como um segundo
estimulador ("second wave") das demais citocinas, incluindo as quimiocinas € a
IL-6. A exposi¢do cronica de animais experimentais ao TNF-a resulta em uma
sustentada perda de peso, associada aos sintomas patolégicos da caquexia
(OLLIFF et al, 1987; TAYEK e BRASEL, 1990). O aumento nas taxas de
degradacao de proteinas musculares em modelos experimentais de caquexia
esta correlacionado aos niveis de TNF-a (Buck E CHOJKIER, 1996; LLOVERA et

al., 1998). Diferentes abordagens experimentais tais como a imunizacao
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passiva com anticorpos, 0 uso de animais nocauteados para os receptores
dessas moléculas ou animais superexpressando as formas sollUveis desses
receptores, tém sido utilizadas para investigar o papel dessas citocinas na

caquexia (ARGILES et al., 2005).

6.4.1. PRODUCAO in vitro DE IL-6

A producao in vitro de IL-6 pelas células do tumor ascitico de Walker 256
com 4 dias apés o implante do tumor foi de 2,64 + 0,09 ng/mL/2,5 x 10" e de
0,02 + 0,01 ng/mL/2,5 x 107 células no tumor com 6 dias ap6s o implante. Para
o tumor de 4 dias de desenvolvimento a produgéo IL-6 foi 124x maior que para
o tumor de 6 dias de desenvolvimento (Figura 13 A). Esses resultados
demonstraram a producao in vitro de IL-6 pelas células do tumor ascitico de
Walker 256 e que esta producdo varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento do tumor.

A producao de altos niveis de IL-6 pelo tumor ascitico de Walker 256
com 4 dias apés o implante € concomitante a hiperproliferacao celular sendo a
IL-6 um inibidor de apoptose e 0 TNF-a um indutor (SHARMA e ANKER, 2002).

As citocinas e seus receptores sdao conhecidos por atuarem como
reguladores nos processos de morte celular. A demonstracdo de que as
citocinas produzidas pelo tumor tém papel determinante no estabelecimento do
processo caquético em relacao as citocinas produzidas pelo hospedeiro foi feita
por CAHLIN e cols. (2000a,b). Para esse propésito os autores realizaram
experimentos que combinavam animais nocauteados para as citocinas e o uso
de anticorpos que neutralizavam essas moléculas quando secretadas pelas

células tumorais que eram do tipo selvagem (CAHLIN et al., 2000b). A producao
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de IL-6 pelo hospedeiro contribuiu significativamente para o estabelecimento do
quadro de caquexia dependente de PGE,, enquanto que para as outras
citocinas estudadas esse efeito foi insignificante.

A IL-6 é um fator de crescimento autécrino secretado por inducéo de
células normais e constitutivamente em diferentes tipos de tumores e linhagens
celulares malignas (VOORZANGER et al., 1996; ANGELO et al., 2002; SAINI et al.,
2006; KURODA et al., 2007). Em linhagens de carcinoma renal os niveis de
expressao da IL-6 sdo dependentes da expressao da proteina supressora de
tumor p53. Nas células que contém o gene p53*"* do tipo selvagem os niveis de
IL-6 sdo baixos em relacdo aquelas que contém o gene p53” mutante. A
proteina p53 do tipo selvagem suprime a atividade do promotor para a IL-6
enquanto que a p53 do tipo mutante atua como estimulador ("enhancer") deste
promotor. A supressao da atividade do promotor para a IL-6 € mediada pela
interferéncia de varios fatores de transcricao nuclear tais como o C/EBP, CREB
e NF-xB (ANGELO et al., 2002).

A proteina p53 tem papel fundamental em certos processos de
apoptose, sendo que a delecdao do gene ou inativacdo de seus produtos,
presumivelmente resulta em diminuicdo da taxa de apoptose. Desta forma,
sugere-se que 0s niveis de expressao da IL-6 podem mediar, pelo menos em
parte, a capacidade de sobrevivéncia das células tumorais. Em células de
leucemia mieléide murina que originariamente apresentavam delecéo de p53, a
reintroducdo desse gene promoveu a perda da viabilidade celular nessas
células, as quais mostravam caracteristicas de apoptose. A administracdo de
IL-6 foi capaz de reverter esse efeito indicando um papel anti-apoptético para

esta citocina (YONISH-ROUACH et al., 1991). A IL-6 também é capaz de prevenir
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a apoptose em uma variedade de linhagens celulares, em células linféides e
também em células do epitélio intestinal através da ativagao do proto-oncogene
Bcl2 (ROLLWAGEN et al.,, 1998). Desse modo, a proteina p53 e a citocina IL-6
parecem atuar de modo antagb6nico. A p53 é responsavel por manter baixos
niveis de IL-6 enquanto que a IL-6 inibe a apoptose mediada por p53 e também
atua como estimulo proliferativo. As células do tumor ascitico de Walker 256
superexpressam naturalmente o gene Bcl2 (MILANI et al.,, 2001). Embora a
expressao da p53 pelo tumor ascitico de Walker 256 ainda nao tenha sido
documentada, a producdo de altos niveis de IL-6 pelas células do tumor
ascitico, concomitante a hiperproliferacao caracteristica do tumor com 4 dias de
desenvolvimento estao de acordo com a hipétese de que a IL-6 desempenha
um duplo papel na modulacdo dos processos de proliferacdo e apoptose. A
regulacao dos niveis desta citocina esta sujeita a um complexo mecanismo que
envolve diferentes fatores reguladores de transcricdo e no caso do tumor de

Walker 256, esses niveis variam ao longo de desenvolvimento do tumor.

6.4.2. PRODUCAO in vitro DE TNF-a

A produgédo de TNF-a foi também determinada utilizando-se o método de
ELISA para TNF-a (Amersham Bioscience). A producao desta citocina diferiu
estatisticamente entre os tumores com 4 ou 6 dias apds o implante. As células
do tumor ascitico de Walker 256 com 4 dias apés o implante produziram 6,7 +
0,31 ng/mL/2,5 x 107 células, aumentando esta producdo para 7,9 * 0,13
ng/mL/2,5 x 107 células para o tumor com 6 dias de desenvolvimento (Figura 13

B).
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O TNF-a é uma citocina pleiotropica amplamente conhecida como um
mediador do processo caquético (SHARMA e ANKER, 2002; SAINI et al., 2006;
BEN-BARUCH, 2006). Quanto ao papel patofisioldgico do TNF-a no
desenvolvimento de tumores associados a Sindrome de Caquexia, nossas
observacdes podem indicar uma relacdo com os mecanismos de resisténcia do
hospedeiro aos tumores. Esses mecanismos sdo modulados pelas células do
sistema imune e por fatores soluveis, incluindo as citocinas (BANYER et al.,
2000). De fato, ao TNF-a tem sido atribuido o papel de modulador pré-
inflamatoério nos processos de inibicao da eritropoese, devido a sua habilidade
para induzir a produgdao de NO. O NO, por sua vez, é capaz de inibir a
proliferacao das células progenitoras eritroides na medula éssea (FUCHS et al.,
1991). Além de produtoras de TNF-a, as células do tumor ascitico de Walker
256 produzem também grandes quantidades de NO (Figura 11). Esses
resultados vém de encontro a hipétese de que a producdo de TNF-a e NO
pelas células Walker 256 possa contribuir para os mecanismos de resisténcia
do hospedeiro ao tumor.

Niveis séricos elevados de TNF-a (= 30 pg/mL) ja haviam sido
encontrados em ratos portadores de tumores sélidos com 7 dias de
desenvolvimento em relagdo aos animais saudaveis (=10 pg/mL) (WAKI et al.,
1999). Recentemente, foi demonstrada a expressdo do TNF-a em tumores
sOlidos de Walker 256 ao longo de seu desenvolvimento (PERROUD et al.,
2006). Como os resultados aqui apresentados mostraram uma elevada
producdo de TNF-a em sobrenadantes dos tumores asciticos com 6 dias de

desenvolvimento (7,88 + 0,13 ng/mL/2,5 x 10’ células), é pertinente propor que
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0s niveis séricos elevados nos animais portadores de tumores podem ser
atribuidos a producao desta citocina pelas proprias células tumorais.

A administracdo crénica de TNF-a a animais experimentais promove a
diminuicdo no conteudo de proteinas e desencadeia a ativagdo da protedlise
ATP-dependente em células musculares (GARCIA-MARTINEZ et al., 1993).
Também ja foi demonstrado que tecidos musculares de rato inoculados com o
tumor de Yoshida apresentaram o conteido de mRNA aumentado para os dois
tipos de receptores para TNF-a (TNFR; e TNFR.) quatro dias apds a
inoculagédo (FIGUERAS et al., 2005). Considerando que o TNF-a interfere no
“turnover” de proteinas nos tecidos, contribuindo desse modo com a caquexia
do céncer (COSTELLI et al., 1993), a elevada producao de TNF-a pelas células
do tumor ascitico de Walker 256 reforca a proposicdo de que a caquexia
resultante do implante de tumores decorre, pelo menos em parte, da producéo

de TNF-a pelas préprias células tumorais.
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FIGURA 13. PRODUCAO DE CITOCINAS PELO TUMOR ASCITICO DE
WALKER 256 EM FUNCAO DO TEMPO DE DESENVOLVIMENTO DO
TUMOR.

FONTE: o autor (2008)

NOTA: O preparo das amostras foi realizado conforme a descricdo
apresentada no item 5.6. da Secao Materiais e Métodos. Os niveis de IL-6 (A) e
TNF-o (B) foram medidos por ELISA no tumor ascitico de Walker com 4 ou 6
dias apds o implante. Os resultados representam as médias + EPM obtidos de
triplicatas dos sobrenadantes procedentes de um pool de células coletadas de
4 animais portadores do tumor ascitico de Walker. ***p<0,001, *p<0,05.
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6.5. PRODUCAO in vitro bE PGE;

As células do tumor ascitico de Walker 256 produziram PGE. e esta
producéo variou em funcdo do tempo de desenvolvimento do tumor (Figura 14).
Quando incubadas na presenca de acido araquidbnico, as células Walker 256
com 6 dias ap6s o implante produziram 5,5 vezes mais PGE; (2,41 ng/mL/2,5 x
107 células) que as células do tumor de 4 dias de desenvolvimento, que
produziram 0,43 ng/mL de PGE, / 2,5 x 10’ incubadas na mesma condic&o.
Quando as células foram incubadas na auséncia de acido araquidbnico, as
concentracdes de PGE, foram 0,18 e 0,32 ng/mL/2,5 x 107 células para o tumor
com 4 e 6 dias, respectivamente. Embora os valores na auséncia do acido
araquidénico nao tenham sido diferentes estatisticamente, observou-se uma
tendéncia de acréscimo na producao de PGE. no tumor com 6 dias de
desenvolvimento (Figura 14).

O crescimento tumoral e o estabelecimento do processo caquético sao
mediados por complexas interagdes entre as citocinas e fatores de
crescimento, que de modo parcial se comunicam através da producao de
eicosanoides (LONNROTH et al., 1995). A utilizacdo de indometacina, um inibidor
classico da prostaglandina sintase, promove a atenuacdo dos sintomas da
caquexia e a diminuicdo no crescimento do tumor de modo proporcional aos
efeitos da neutralizacdo da producédo das citocinas IL-1, TNF-a e IL-6 por
anticorpos contra estas citocinas (SHERRY et al., 1989; CAHLIN et al., 2000a). A
concentracdo de NO e das prostaglandinas tem sido associada aos processos
inflamatérios e a progressdao dos tumores. Varios estudos em modelos
experimentais para a inflamacao tém mostrado interacées reciprocas entre a

NOS e as vias da COX, sendo que a mais importante é a estimulacao da COX-
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2 pelo NO, embora a inibicao também tenha sido documentada em alguns
casos (LALA e CHAKRABORTY, 2001).

A COX-2 e a NOS sao co-expressas em tumores ovarianos (KLIMP et al.,
2001) e em tumores de cabeca e pesco¢o humanos (GALLO et al., 2002). O NO
também pode estar envolvido na progressao dos tumores pela estimulacédo da
COX-2, a enzima passo limitante para a producéo de prostandides (GALLO et
al., 2002). A producdo de PGE;, pelo tumor ascitico de Yoshida, um modelo
animal para o estudo da caquexia, contribuiu para a progressao do processo
caquético no hospedeiro (STRELKOV et al., 1989).

A expressao da proteina COX-2 pelas células do tumor sélido de Walker
256 foi demonstrada por MUND e cols. (2007). Os autores também observaram
alteracoes relacionadas a suplementacao da dieta nos niveis séricos de PGE>
nos animais portadores de tumores. Os niveis séricos de PGE, encontrados
nos animais portadores do tumor sélido de Walker 256 alimentados com uma
dieta padrao foram de = 0,18 ng/mL.

Nossos resultados avaliam a producao in vitro de PGE, pelo tumor
ascitico de Walker 256 em animais ndo suplementados, porém, em células
estimuladas com acido araquiddnico, atingem valores de concentracao muito
superiores aos niveis séricos encontrados por MUND e cols. (2007). As células
do tumor ascitico de Walker 256, quando na presenca de acido araquiddnico
produzem PGE. em diferentes concentragcdes dependendo do tempo de
desenvolvimento do tumor. Nossos resultados indicam que a producado de
PGE. pode estar sujeita a mecanismos de estimulo dependentes da producao
de citocinas e outros mediadores celulares relacionados a progressao do tumor

e a manifestacao da sindrome de caquexia, tais como o NO.
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FIGURA 14. PRODUCAO DE PGE, PELO TUMOR ASCITICO DE WALKER
256.
FONTE: o autor (2008)

NOTA: Os resultados representam as médias + EPM a partir de triplicatas dos
sobrenadantes obtidos de um “pool” de células coletadas de 4 animais
portadores de tumores asciticos com 4 ou 6 dias apds o implante. Estes
sobrenadantes foram incubados na presenca ou auséncia de 60 umol.L" de
acido araquiddnico. Uma aliquota de 0,5 mL de meio RPMI-1640 contendo 2,5
x 107 células foi incubada com ou sem &cido araquidénico durante 1 hora em
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. ***p<0,001. Os valores estao expressos
como ng/mL de PGE, produzidos e representam as médias + EPM.
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7 DIscussAO FINAL

Este trabalho se propde a explorar algumas vias metabdlicas das células do
tumor ascitico de Walker 256, um modelo classico para o estudo da caquexia. A
caquexia € uma sindrome que resulta em desgaste sistematico de tecidos tais como
o adiposo e o muscular esquelético. Os eventos patofisiolégicos encontrados em
doencas sistémicas crbnico-inflamatérias como AIDS, DPOC ou cancer configuram
o sistema energético permitindo desvios nas rotas metabdlicas. Os individuos
acometidos por esta sindrome sofrem de enfraguecimento progressivo. Este estado
geral de débito no organismo em funcdo da demanda de energia mobiliza uma
trama de sinais mediadores de respostas. Os estimulos para a ativagao destas vias
desencadeiam a liberacao ("upregulation") de moléculas sinalizadoras que atuam
como mediadores de processos como o desvio das rotas metabdlicas em direcao a
sintese de DNA e glutationa, o crescimento e a proliferacéo celular (MARTIGNONI et
al. 2003).

O mais conhecido mediador da caquexia do cancer € o TNF-a, cuja sintese é
estimulada por trauma, sepsis e febre, caracterizando uma inflamag¢ao massiva com
concomitante producdo das proteinas de choque térmico. A regulacdo das vias
envolvidas na expressao da proteina TNF-a e seus receptores e a concentracao
das formas soluveis destes, somente pode ser explicada em termos de mecanismo
multifatorial. O TNF-a age através de dois tipos de receptores (TNF-R1 e TNF-R2
ou CD120a e CD120b, respectivamente) (SHARMA e ANKER, 2002). O primeiro
contém o chamado "dominio de morte" por estar ligado as proteinas TRADD e

FADD, indutoras de apoptose e atua na ativacdo do fator de transcricao NF-kB,
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enquanto que o segundo ndo contém aquele dominio mas pode ativar o NF-kB. O
fator NF-kB pode ser ativado quando as células sdo expostas a LPS, a citocinas
inflamatérias (TNF-a, a IL-1 e a IL-6), a infeccao viral, a expressdao de certos
produtos de oncogenes, a irradiagcdo UV, a ativacao de células B ou T e ainda por
outros estimulos néo fisioldgicos e fisioldgicos (JANSSEN e SEN, 1998). Os desvios
metabdlicos caracteristicos das células tumorais culminam muitas vezes com o
acionamento de outras vias, cujas enzimas chave sao superexpressas ou sujeitas a
regulacdo mediada pela geracdo de ROS. Um bom exemplo é a glutamindlise. A
regulacdo da piruvato quinase do tipo M2 (PK-M2) favorece a utilizacdo de L-
glutamina resultando em elevadas concentrac¢des de L-lactato nos tumores e tecidos
adjacentes (MAZUREK et al., 2005). A utilizacao preferencial de certos aminoacidos
pelas células tumorais pode ser entendida avaliando-se a importancia dos produtos
destas vias. A L-arginina é precursora de NO e das poliaminas, sendo a participacao
desta ultima, bem conhecida nos processos de crescimento e proliferacao celular.

O metaboloma do tumor tem papel determinante na Sindrome de Caquexia.
Diferentes tipos de tumores sdo capazes de produzir citocinas e prostandides. Em
tecidos normais e tumorais, as células do sistema imune encarregam-se sob certos
estimulos, de produzi-las. No entanto, a interagcdo entre o tumor e o hospedeiro
retro-alimenta a producdo desses mediadores (KOTLER, 2000). Estudos
epidemiologicos revelam que os individuos portadores de tumores apresentam
elevados niveis séricos dessas moléculas inflamatorias (MAZUREK et al., 2006).

A determinacdo das atividades especificas das enzimas que participam da

sintese das citocinas, da PGE,, das poliaminas, do NO e dos produtos destas
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reacdes tais como a uréia, fornece elementos para a descricdo parcial das vias de
sintese que podem estar potencialmente operando na maquinaria celular do tumor.
Os niveis séricos destas moléculas detectados no hospedeiro podem refletir o grau
de ativacdo destas vias, uma vez que, o estado patofisioldgico produzido pela
interacdo entre o tumor e 0 hospedeiro é que caracteriza a condicdo do individuo no
processo caquético ("kakos = ruim” e “hexis = estado, condi¢do"). Os mecanismos
pelos quais esses mediadores atuam para produzir o quadro de caquexia sao até o
presente, muito pouco compreendidos. A participacdo desses mediadores no
estabelecimento e progressao do processo caquético vem sendo demonstrada, na
maioria dos casos de modo indireto. As estratégias metodolégicas adotadas para tal
fim, sdo conflitantes. No caso do tumor de Walker 256, os dados da literatura
apontam uma ampla utilizacdo de cortes histolégicos de tumores soélidos. No
entanto, o tumor sélido de Walker 256 contém além das células tumorais, um
estroma, tecido epitelial e muscular e mondcitos e macrofagos infiltrados (GOODLAD
e RAYMOND, 1973), dificultando a determinacao da origem desses mediadores e das
atividades enzimaticas. Essa questao foi resolvida neste estudo utilizando a forma
ascitica do tumor, uma vez que, a suspensao celular obtida do peritbneo permite o
isolamento das células Walker 256 de modo eficiente, através da hemdlise e adesao
dos macréfagos (Figura 4) facilitando a realizacdo de experimentos in vitro com
maior seguranca sobre a origem dos parametros investigados.

O tumor ascitico de Walker 256 tem crescimento rapido, levando o animal a
Obito em 7 a 10 dias ap6s o implante. Variagcdes nas vias metabdlicas estudadas

foram encontradas ao longo do desenvolvimento do tumor tanto para a atividade
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enzimatica, como é o caso da arginase, como para a producao de mediadores como
as citocinas (TNF-a e IL-6) e a PGE». Estas diferencas encontradas ao longo do
desenvolvimento do tumor, ainda ndo haviam sido consideradas nos estudos
envolvendo as vias metabdlicas do tumor de Walker 256, nem mesmo nos niveis
séricos do hospedeiro. Essas variagdes poderiam explicar a inconsisténcia dos
dados acumulados até o presente, para a compreensao dos mecanismos de acao
das moléculas estudadas. A compreensdo desses mecanismos facilitaria a
intervengdo clinica ampliando os recursos disponiveis para o tratamento da

Sindrome de Caquexia.
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem as seguintes conclusoes:

1) As células do tumor ascitico de Walker 256 sao capazes de produzir L-
lactato e apresentam atividade para as glutaminases;

2) As células do tumor ascitico de Walker apresentam o nucléolo proeminente
e a cromatina dispersa com pequenas dobras de heterocromatina. No citosol foram
vistos numerosos ribossomos complexados, mitocéndrias arredondadas ou ovais. O
reticulo endoplasmatico liso, mitocéndrias e vacuolos sdo abundantes e o aparato
de Golgi evidente;

3) Na suspensao celular obtida do tumor ascitico com 4 dias apds o implante
foram também encontradas algumas células em processo apoptose;

4) As células do tumor ascitico de Walker 256 sdo produtoras de uréia e
ornitina a partir da L-arginina pela via da arginase e a atividade especifica dessa
enzima varia ao longo do desenvolvimento do tumor;

5) As células do tumor ascitico de Walker 256 produzem NO a partir da L-
arginina;

6) As células do tumor ascitico de Walker 256 produzem as poliaminas
putrescina, espermidina e espermina, mas seu conteludo nao e altera ao longo do
desenvolvimento do tumor;

7) As células do tumor ascitico de Walker 256 sao produtoras das citocinas

(TNF-oo e IL-6) e essa producdo varia ao longo do desenvolvimento do tumor

obedecendo a padrdes diferentes entre o TNF-a e IL-6;
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8) As células do tumor ascitico de Walker 256 sao produtoras de PGE. e
quando incubadas na presenca de acido araquidbnico, diferem em relacdo a esta

producao no tumor com 4 ou 6 dias apds o implante.
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