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RESUMO

A caquexia constitui um fator importante das mortes associadas ao cancer e
esta relacionada com uma série de anormalidades metabdlicas e hormonais. O
papel das citocinas no estabelecimento da caquexia esta amplamente
documentado. O estudo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio neste
contexto tem, em sua maioria, sido limitado a perda de massa muscular.
Adicionalmente, proteoglicanos isolados da urina de pacientes caquéticos tém
sido postulados como mediadores diretos da sindrome. Embora os macréfagos
constituam uma importante fonte destes mediadores, incluindo proteoglicanos,
pouco se sabe sobre as alteracbes funcionais destas células em animais
caquéticos portadores de tumor. Adicionalmente, a fungdo biologica dos
proteoglicanos na inflamagédo € pouco compreendida e nenhum estudo
avaliando a produgdo destas macromoléculas por células de defesa em
organismos portadores de tumor foi realizado. Desta maneira, o objetivo do
presente trabalho foi o de investigar o efeito da caquexia associada ao cancer
sobre o0s seguintes aspectos de macréfagos peritoneais: caracteristicas
morfologicas, capacidade fagocitica, produgdo de espécies radicalares e
producdo de proteoglicanos. Foi avaliado também o efeito in vitro do
glicosaminoglicano condroitim 4-sulfato sobre aspectos funcionais de
macrofagos de ratos sadios e caquéticos portadores de tumor. O
carcinossarcoma de Walker-256 foi utilizado como modelo experimental de
caquexia associada ao cancer. Macrofagos de ratos portadores de tumor
apresentaram caracteristicas morfolégicas de células ativadas e uma maior
capacidade fagocitica. A produgéo basal de 6xido nitrico foi 2,4 vezes maior em
macrofagos de ratos no 7° dia de desenvolvimento tumoral e aproximadamente
4 vezes maior no 14° dia, quando comparados com o controle. Os niveis basais
de peréxido de hidrogénio produzidos pelos macrofagos também estavam
aumentados em quase 4 vezes nos animais com 14 dias de crescimento
tumoral. Em contraste com este resultado, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre a produgédo de anion superéxido por macréfagos de animais
sadios e portadores de tumor. O desenvolvimento tumoral causou ainda um
aumento de 3,5 vezes na producgao de proteoglicanos constituidos de heparam
sulfato liberados para o meio e aumento de 2,4 vezes na produgdo de
condroitim e dermatam sulfato associados a célula. O condroitim 4-sulfato
estimulou a producédo de anion superoxido e oxido nitrico em macrofagos de
animais controle. Macrofagos de animais caquéticos portadores de tumor,
tratados in vitro com o glicosaminoglicano, apresentaram capacidade
aumentada de produzir anion superdxido, embora nenhuma mudang¢a na
capacidade de producao de é6xido nitrico tenha sido observada. O estimulo na
producado basal de O6xido nitrico e perdoxido de hidrogénio por macréfagos
peritoneais de ratos portadores de tumor reforgca a sugestdo de que estas
espécies radicalares podem contribuir com o fendmeno que gera a caquexia. A
producado aumentada de proteoglicanos em macréfagos de ratos com tumor de
Walker-256 sugere que células de defesa como os macréfagos possam ser
responsaveis pela produ¢ao daqueles proteoglicanos mediadores da caquexia
isolados da urina de pacientes caquéticos. Finalmente, este trabalho suporta
um modelo em que a composi¢cdo de proteoglicanos/glicosaminoglicanos de
um determinado tecido, possivelmente controlada por processos inflamatérios,
atuaria regulando o comportamento das células do sistema imune.
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ABSTRACT

Cancer cachexia is one of the primary factors leading to cancer-related death
and encompasses a wide range of metabolic and hormonal abnormalities that
result in a progressive wasting syndrome. The mediators responsible for the
development of cancer cachexia seem to be cytokines such as tumor-necrosis
factor-a, interleukin-1, interleukin-6, and interferon-y. The role of free radicals in
this context is limited to muscle wasting. Furthermore, proteoglycan-like
molecules isolated from the urine of cachectic patients were postulated as direct
mediators of the syndrome. Despite the fact that macrophages constitute an
important source of such metabolites, including proteoglycans, little is known
about the alterations in macrophage functions in the tumor-bearing host.
Additionally, the biological role of proteoglycans in inflammation is poorly
understood and there are no data available on the production of such
macromolecules by immune cells in the cancer state. Therefore, the aim of this
study was to investigate the effect of cancer cachexia on the following aspects
of macrophage function: morphological characteristics, phagocytosis, release of
free radicals and production of proteoglycans. We also evaluated the in vitro
effect of chondroitin 4-sulfate on the function of macrophages from normal and
tumor-bearing rats. The Walker-256 carcinosarcoma was used as experimental
model of cancer cachexia. Macrophages from tumor-bearing rats presented
morphological characteristics of activated cells and a higher phagocytic activity.
The basal nitric oxide production was 2-fold higher at day 7 after injection of
cancer cells and approximately 4-fold higher at day 14 when compared with
controls. Basal hydrogen peroxide levels in tumor-bearing animals were also
almost 4-fold higher at day 14. In contrast with the latter result, no difference in
superoxide production between tumor-bearing and control conditions was
found. Macrophages from tumor-bearing rats showed a 3.5-fold increase in
liberation of heparan sulfate proteoglycans into the culture medium and a 2.4-
fold increase in cell-associated dermatan and chondroitin sulfate proteoglycans.
Chondroitin 4-sulfate increased superoxide anion and nitric oxide productions
by control macrophages. Macrophages from tumor-bearing rats, treated in vitro
with this glycosaminoglycan, presented an increased capacity of superoxide
anion production, with no change in the capacity of nitric oxide production. The
stimulation of basal nitric oxide and hydrogen peroxide production by
macrophages from tumor-bearing rats reinforces the suggestion that these
radicals contribute in some way to the phenomena leading to cachexia.
Increased proteoglycan synthesis and release by peritoneal macrophages from
Walker-256 tumor bearing-rats suggests that those proteoglycans isolated from
the urine of cachectic patients may be derived from immune cells like
macrophages. The present work also supports the model postulating that the
glycosaminoglycan/proteoglycan composition of a given tissue, possibly
controlled by inflammatory processes, helps to regulate the behavior of immune
system cells.
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