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RESUMO

Alteracdes Metabdlicas em Ratos com Implante Gaistrico de
Carcinossarcoma 256 de Walker Submetidos a Hipertermia. SANDRA
MARIA NUNES. Dissertagdo apresentada ao Curso de Pés graduagdo em
Farmacologia do Departamento de Fisiologia e de Farmacologia da
Universidade do Ceara, como pré requisito para obtengfio do titulo de Mestre
em Farmacologia, Fortaleza (Ceara-Brasil), 1998. Orientadora: Maria Elisabete
Amaral de Moraes.

Atualmente, no Ceara, o cincer gastrico ¢ um problema de saiade publica
com alta taxa de mortalidade. Considerando novas abordagens terapéuticas
para o cancer gastrico, a hipertermia clinica tem sido bem estabelecida e
proposta em outros paises. A hipertermia (HT) pode afetar diretamente fungdes
celulares ou danificar sistemas regulatérios e metabolicos, produzindo efeitos
secundarios. A sensibilidade térmica de tumores dependem do pH tumoral e do
status energético e nutricional. Investigamos se o tumor per si € a HT afetam os
processos metabolicos do portador de tumor. Tumores transplantaveis de
Roedores tém sido utilizados na investigagio de como os pardmetros
fisiologicos tais como fluxo sanguineo e pH tecidual ampliam a sensibilidade
térmica. Aqui, estudamos o metabolismo no sangue, estdmago e figado de ratos
portadores de carcinossarcoma 256 de Walker (W256) submetidos a perfusdo
hipertérmica peritoneal continua. Implantaram-se células de W256 no
estdmago de ratos através de sonda orogastrica. Lesdes na mucosa gastrica
foram induzidas por clampeadura seguida de implante e crescimento tumoral.
A cirurgia foi realizada sob anestesia com éter, sendo os animais sham
operados utilizados como controles. Realizou-se a normotermia (NT—> 37°-
38°C) e HT (41°-42°C) sob anestesia com quetamina € xilazina, durante 60
minutos. Foram coletadas amostras de sangue arterial, estdmago e figado,
imediatamente (T0), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos ap6s NT ou HT. Os
metabélitos foram extraidos em HCIO, 0,75 M. Lactato, piruvato, D-glicose ¢
corpos cetonicos (CC) foram determinados através de métodos enzimaticos
padrdes. A significAncia estatistica foi avaliada usando ANOVA (p<0,05) e
teste de Fisher. Encontramos aumento nos niveis totais de CC nas amostras de
sangue (0,48+0,03uM), figado (0,8940,02 uM) e estdmago (0,54+0,01 uM) de
ratos com W256 sob HT; e declinio nas concentragdes hepaticas de piruvato
(p<0,03). Constatamos hiperglicemia (12,90+0,45 uM) no grupo tumor (HT),
sendo os niveis hepaticos (22,1210,17 uM) maiores no grupo sham operado
(HT). Os niveis de lactato no estdmago (5,74+0,27 uM) elevaram-se em todos
os ratos sob HT, especialmente no T30. Concluimos que a HT desequilibra a
via glicolitica em ratos com W256 por aumentar principalmente as
concentragdes de lactato; elevando também niveis de B-hidroxibutirato ¢ de
acetoacetato, sugerindo que, o acido lactico aliado aos CC desempenham o
principal papel para a acidificagdo no tumor aquecido e contribuem para a
apoptose da célula tumoral.
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clinical hyperthermia have been well established and proposed in other
countries. Hyperthermia (HT) may directly affect cellular functions or damage
regulatory and metabolic systems, producing secondary effects. Thermal
sensitivity of tumors depends on tumor pH, energy and nutritional status. We
investigated if the tumor per si and the HT affect the tumor host metabolic
processes. Murines with transplantable tumors have been used aiming to
investigate how these physiological parameters enhance thermal sensitivity. In
this work, we studied the metabolism in blood, stomach and liver samples of
rats bearing Walker 256 tumor (W256) with continuous peritoneal
hyperthermic perfusion. Cells from W256 were injected in a tube along the
esophagus to the stomach in rats. Mucosal lesions were induced by clamping
the stomach followed by tumor implantation and growth. Rats were operated
under ether anesthesia. Sham-operated animals were used as controls.
Normothermia (NT—> 37°-38°C) and the HT (41°-42°C) were performed under
ketamine and xilazine anesthesia, during 60 minutes. Arterial blood, either
stomach and liver samples was collected immediately (TO), thirty (T30), and
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samples in rats bearing W256 under HT; and a decreased (p<0,03) of pyruvate
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and the liver concentrations of glucose (22,12+0,17 pM) was much higher in
sham operated (HT) group than tumor group after HT. The lactate level at
stomach (5,7440,27 pM) increased in all groups under HT, predominantly at
T30. We concluded that HT induced an impairment on glycolytic pathway in
rats bearing W256, and increased B-hydroxybutirate and acetoacetate levels;
thus we suggest that lactic acid added to KB play the major role for the
increased acidity in heated tumor and contributes to tumor cell apoptosis.
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I- INTRODUCAO
1- Epidemiologia do ciincer e crescimento tumoral

A luta contra o cincer € para a ciéncia wna busca incansavel. A doenga
¢ a segunda causa de morte do plancta, sendo superada apenas pelas patologias
cardiovasculares. O céncer gastrico destaca-se como a neoplasia que mais
ocasionou Obitos (13.200) aos brasileiros em 1998 ¢, segundo o Instituto
Nacional do céncer, possui a ocorréncia de 20.665 novos casos. Comparado aos
demais estados brasileiros no tocante a incidéncia do cancer de estémago o
Ceara apresenta o maior indice de mortalidade, com dados que se assemelham

aqueles encontrados em paises de elevada incidéncia como o Japdo, a Noruega

e 0 Chile.

O principal determinante da morbi-mortalidade para pacicntes com
diagnostico de tumores malignos encontra-se relacionado ao insuficiente
controle da expansio e progressdo do estabelecimento de colonias metastaticas.
O risco de doengas neoplasicas varia de acordo com a regido geografica, fatores

ambientais, com habitos sécio-culturais, idade e a heranga genética do
individuo (FRANCO, 1994).

O termo meoplasia, literalmente, significa “novo crescimento” e um
novo tecido é um “neoplasma”. O termo tumor foi originalmente aplicado a
edemas causados por processos inflamatérios. Cancer (do grego karkos) é um
termo comum para todos os tumores malignos, o qual apresenta crescimento
anormal ou descoordenado de massa ou tecido, excedendo o dos tecidos

normais, e persistindo mesmo apos cessagdo do estimulo do qual evoca a

alteragdo (em: ROBINS, 1994).

Todos os tumores malignos ou benignos possuem dois componentes

basicos: 1) Constituidos por células neoplasticas que proliferam e por
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parénquima; ¢ 2) Estroma formado por tecido conectivo e vasos sangiiineos.
Essa estrutura fornece sustentagdio e nutrigdo para a massa tumoral. A
diferenciagio dos tumores pode ser efetuada com base na morfologia e no
comportamento bioldgico dos mesmos, considerando-se nivel de diferenciagio,
taxa e velocidade de crescimento, local de invasiio e ocorréncia de metistases.
A despeito de amplas variagdes quanto as caracteristicas macro e
microscopicas peculiares aos tumores malignos, as mesmas explicitam o

crescimento € o comportamento tumoral.

Estimulos ambientais ¢ mutagdes herdadas conduzem a alteragio
gendmica celular ocasionando ativagdo de oncogenes produtores de
crescimento, alteragdes nos genes que regulam a apoptose e a inativagio de
genes supressores. Estas agdes induzem a expressio de produtos génicos
alterados e a perda de produtos génicos regulatorios. Com isso, a expansio
clonal ocasiona mutagSes adicionais (progressdo) induzindo heterogeneidade

celular e conseqiiente formagio de um neoplasma maligno (em: ROBINS,
1994).

No tocante as fungdes bioquimicas dos genes supressores de tumor,
sabe-se que as vias de transdugdo de sinais de inibigdo do crescimento tumoral
sdo menos compreendidas que aquelas para a progressdo tumoral. Todavia, é
razoavel presumir que assim como os sinais mitogénicos, a sinalizagdo
inibitéria do crescimento origina-se na superficie celular com a participagio de
receptores, transdutores de sinal e, reguladores transcripcionais ao nivel nuclear
(GRAUBERT, 1996). Outros fatores além da cinética celular, como o
suprimento sangiiineo podem alterar significantemente o crescimento tumoral
(VAUPEL, 1993).

Fatores angiogénicos associados ao tumor podem ser produzidos por
células tumorais ou pode ser derivados de macrofagos de infiltrado de tumores.

Dentre os fatores de crescimento incluem-se os FGF (fator de crescimento de
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fibroblastos), TGF (fator de crescimento de transformagio) o ¢ B, EGF (fator
de crescimento epidermal) e VEGF (fator de crescimento do endotélio
vascular); e algumas citocinas como o TNF (fator de necrose tumoral) o ¢ 1L-1
(interleucina 1) Estas moléculas possuem agdes quimiotatica e mitogénica para
células endoteliais, afetando também varias linhagens tumorais, como por

exemplo a do carcinossarcoma 256 de Walker.

2- Carcinossarcoma 256 de Walker (W256)

Em se tratando de pesquisa experimental existe uma ampla variedade de
tumores transplantaveis (STEWART et al, 1959) viabilizando testes
farmacol6gicos e outros trabalhos envolvendo o tema cincer. Em 1928, na
Universidade de John Hopkins, George Walker, observou a presenga de um
tumor na glindula mamaria de uma rata albina prenha, cuja massa tumoral
regredia e recrudescia, respectivamente, durante e apds o periodo de lactagio
(EARLE, 1935). A histopatologia descreveu a massa tumoral como um
adenocarcinoma; e sua transplantabilidade foi confirmada pelo proprio Walker
com um indice de pega (sucesso do implante tumoral) de aproximadamente
56% em 16 ratos albinos. Na segunda geragdo as células epiteliais e a estrutura
glandular do tumor se desorganizaram. Embora conservando as mesmas
peculiaridades do tumor original, achavam-se circundadas por fibras e células
do estroma. Estas ultimas apresentavam tipos diversos no tocante ao volume ¢
ao tamanhio. Apds sucessivos transplantes a neoplasia apresentou variagdes
morfologicas (SCHREK & AVERY, 1937; TALALAY et al., 1952 ¢ FISHER
et al,, 1964). O tumor entdo foi caracterizado nas formas carcinomatosas,
sarcomatosa € mista, carcinossarcomatosa. IWAMA DE MATTOS (1971 e
1980), observou em ratos metastases renal, hepatica, pulmonar, sangiiinea ¢
cardiaca, entre outras. O tumor de Walker pode ser perpetuado através de
varias técnicas: Inoculagdo de suspensdo de células tumorais oriundas de
fragmentos de tecido, ou utilizando suspensdo de células em cultura ou ainda
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suspensdo na forma ascitica do tumor. As vias de inoculagio podem ser a
subcutinea, intraperitoneal, intrapleural, sangiiinea e a intramuscular
(SCHREK, 1935; TALALAY, 1952), sendo esta dltima a mais utilizada no
Laboratorio de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Cearé.
CALDAROLA e colaboradores, em 1968 observaram ainda que o sexo dos
animais também influencia o crescimento do tumor de Walker. Em 1979,
FONTELES & MORAES, constataram um indice de pega de 100% (sucesso

do implante) em ratos adultos jovens machos inoculados por via intramuscular.

TERGE BROYN, em 1974, estudando o crescimento tumoral gastrico
bem como a viabilidade e a facilidade de utilizagio de um método que
reproduzisse o comportamento biolégico tumoral gastrico, implantou uma
suspensdo de células tumorais de Walker em mucosa de estdmago de ratos
Wistar. Este método ¢ vidvel e perfeitamente reproduzivel (OLIVEIRA, 1997)

para estudos relacionados & terapia do cancer gastrico (quimioterapia e

hipertermia).

3- Regulagio do metabolismo em condigées fisiolégicas
3.1- Metabolismo energético e via glicolitica

Para que tecidos normais ou hipercatabolicos possam crescer, os
mesmos necessitam de energia. E para que se entenda como o tumor de Walker
utiliza substrato energético para seu crescimento, faz-se necessario o

esclarecimento da regulagdo, em condigdes fisioldgicas, do metabolismo

energético.

As etapas referentes a regulagdo do metabolismo de energia envolvem
interrelagdes entre o cérebro, miisculo, pancreas e estoques energéticos tais
como, tecido adiposo e glicogénio muscular e hepatico. Estas relagdes siio
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alteradas em presenga de atividade fisica (leve ou intensa), alimenta¢do ou

jejum, ou ainda na ocorréncia de situagdes hipercatabdlicas como o cincer.

O fluxo energético (estocagem ou oxidagdo) ¢é controlado
principalmente pela insulina e pelo glucagon. Ambos sdo polipeptideos
secretados na corrente sangiiinea pelo pancreas. A glicose ¢ o principal
regulador da secregdo de insulina (aminoacidos especiﬁcés como a arginina
possuem menor estimulo sobre a secreg@o). A secregiio de glucagon ¢ inibida
pela glicose e pela insulina e, estimulada por aminoacidos (PHELIPPE, 1994).
A hipoglicemia durante a atividade fisica intensa ou estresse catabolico elevam
significativamente o consumo e a oxidagdo dos estoques de glicose corporeos
musculares e hepaticos. Tanto o estresse oriundo das patologias quanto a
atividade fisica encontram-s¢ relacionados a razdo glucagon/insulina, ¢ mais
sutilmente, aos niveis de glucagon, os quais podem oscilar de maneira

independente dos niveis de insulina.

Ainda com relagdo ao metabolismo energético deve-se mencionar 0s
acidos graxos como os principais combustiveis para a maioria dos orgos. Até a
completa oxidagdo da glicose e dos éacidos graxos a CO,, encontram-se
envolvidos varios intermediarios incluindo fosfoenolpiruvato, piruvato, lactato,
acetil CoA e citrato. O modo pelo qual a energia ¢ metabolizada difere de
acordo com o 6rgdo e sob diferentes condigdes: o cérebro, por exemplo, para a
obtengfio de energia converte glicose a CO, via glicolise através do ciclo de
Krebs, e durante o jejum utiliza corpos cetonicos. As relagdes anteriormente

descritas podem ser visualizadas na figura 1.

Os produtos intermediarios sdo canalizados entre as enzimas glicoliticas
e a glicOlise é estreitamente regulada. Durante seus estudos sobre a
fermentagdo da glicose por levedura, Louis Pasteur descobriu que, tanto a
velocidade da fermentagdo quanto a quantidade total de glicose por ela

consumida, eram muitas vezes maiores sob condigdes anaerdbicas do que sob
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condigdes aerobicas. Em estudos posteriores com musculos a mesma
observagdio foi constatada. A base bioquimica para este fenomeno (efeito
Pasteur) € a seguinte: o rendimento em ATP (adenosina trifosfato) da glicolise
sob condigdes anaerobicas é 18 vezes menor que o obtido na oxidagdo
completa da glicose até CO, e H,O em presenga de oxigénio.

O fluxo de glicose através da via glicolitica ¢ regulado para manter
constante a concentragdo de ATP, bem como fluxos adequados de suprimentos

dos intermediarios glicoliticos que possuem destinos biossintéticos.

O piruvato, produto da glicolise, representa um ponto de jungio
importante no catabolismo dos carboidratos. Em condigdes aerébicas, o
piruvato € oxidado a acetato, o qual entra no ciclo de Krebs e é oxidado a CO,
¢ dgua. O NADH (adenina dinucleotideo — forma reduzida) formado pela
desidrogenagdo do gliceraldeido-3-fosfato ¢ reoxidado a NAD" (adenina
dinucleotideo — forma oxidada). Ja em condig¢des anaerébicas o NADH gerado
pela glicolise ndo pode ser reoxidado pelo oxigénio. O NAD * portanto, ¢

regenerado através de outras reagoes.

Quando os tecidos animais ndo podem ser supridos com oxigénio
suficiente para suportar a oxidagio aerdbica do piruvato ¢ do NADH
produzidos pela glicolise, 0 NAD" é regenerado a partir do NADH pela
redugdo do piruvato a lactato (figura 2). Embora existam dois passos de
oxidagio-redugio quando a glicose ¢ convertida a lactato, nido ha variagdo no

estado de oxidagdo do carbono.



Glicose

v
Acetil CoA < Acidos graxos

Ciclo de
Krebs

Figura 1: Representacdo esquematica da glicolise e da oxidagdo de acidos

graxos, a acetil coA para o ciclo de Krebs.

Lactato desidrogenase

R

NADH +H" NAD™

Piruvato

» Lactato

Figura 2: Redugdo de piruvato a lactato através da agdo enzimatica da lactato

desidrogenase (LDH).



Nos organismos aerobicos, a glicose e outros agucares, acidos graxos € a
maioria dos aminoacidos sio oxidados, em ultima instancia, a CO, ¢ H,O
através do ciclo de Krebs. Para que possam entrar no ciclo, os esqueletos
carbbnicos dos aglicares ¢ dos acidos graxos necessitam ser degradados até o
grupo acetila do acetil-CoA. Outros tecidos e tipos celulares também possuem
lactato a partir da glicose, mesmo em condigdes aerobicas. A redugdo do
piruvato é catalisada pela enzima lactato desidrogenase (LDH) que forma o
isdmero L do acido lactico (pH 7,0). Uma molécula de glicose € convertida em
duas de lactato, com a geragdo de 2 moléculas de ATP e uma de glicose e ainda
NAD® e NADH siio continuamente interconvertidos sem nenhum ganho ou
perda global na quantidade de cada um deles. O lactato é o grande produto do

metabolismo da glicose no eritrocito.

A desidrogenacdo e a descarboxilagdo combinadas do piruvato em
acetil-CoA (figura 3), envolvem a agdo seqiiencial de trés enzimas (complexo
piruvato-desidrogenase) e de cinco coenzimas: Tiamina pirofosfato (PP),
flavina adenina dinucleotideo (FAD), coenzima A (CoA), nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD), e lipoato. Quatro vitaminas diferentes requeridas na
nutrigdo humana sdo componentes vitais deste sistema: Tiamina (TPP - tiamina
pirofosfato); riboflavina (FAD), niacina (NAD"), e pantetonato (CoA). A
reagdo completa catalisada pelo complexo piruvato desidrogenase ¢ a

descarboxilagdo oxidativa (processo irreversivel de oxidagdo).

CoA-SH NAD+ TPP, lipoato, FAD  NADH

Piruvato K K / j—; Acetil-CoA

Complexo da piruvato desidrogenase
(E,+Ex+Es)

Figura 3: Complexo da piruvato desidrogenase e das coenzimas envolvidas
nas agdes enzimaticas deste complexo. E,(Piruvato desidrogenase), E,

(diidrolipoil transacetilase), E3 (diidrolipoil desidrogenase).



A glicolise ocorre através de uma seqiiéncia linear de ctapas catalizadas
enzimaticamente, enquanto que a seqiiéncia de reagdes no interior da
mitocondria, ¢ ciclica (ciclo de Krebs). Quatro das oito etapas do ciclo de
Krebs sdo oxidages e a energia nelas liberada ¢ utilizada com alta eficiéncia na
formago de cofatores reduzidos (NADH E FADH,). Nos tecidos a glicose é
convertida a glicose-6-fosfato (G-6-P) pela agdo da. glicose-6-fosfato

desidrogenase. As etapas citadas podem ser visualizadas a seguir na figura 4:

#
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A)

Hexoqumnase
Glicose —>»> Glicose-6-fosfato
ATP ADP
B)
Glicose-6-fosfatase
Glicose-6-fosfato ' Gl
f \ licose
H,O Pi

Figura 4: A — Conversio tecidual da molécula de glicose a glicose-6-fosfato.

B — Conversdo hepatica da molécula glicose-6-fosfato a glicose.
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Glicose —»  Glicose-6-fosfato
ATP ADP
B)
Glicose-6-fosfatase
Glicose-6-fosfato > -
/ \ Glicose
H,O Pi

Figura 4: A — Conversdo tecidual da molécula de glicose a glicose-6-fosfato.

B — Conversio hepatica da molécula glicose-6-fosfato a glicose.
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3.2— Metabelismo lipidico ¢ -oxidag¢io

A oxidagdo dos acidos graxos de cadeia longa em acetil CoA é uma via
central liberadora de energia (sintese de ATP) nos animais, ocorrendo em
situagBes especiais tais como jejum, cetoacidose diabética e atividade fisica
intensa. O acetil CoA pode ser completamente oxidado até CO, através do ciclo
de Krebs. No figado dos vertebrados, o acetil CoA pode ser convertido em
corpos cetonicos (combustiveis hidrossoliiveis quando a glicose nfio encontra-
se disponivel). O processo pelo qual os acidos graxos sdo convertidos em acetil

CoA ¢é denominado B-oxidagdo (LEHNINGER et al., 1995).

No figado a oxidagdo dos dcidos graxos ocorre em trés estagios: No
primeiro estigio (B-oxidagdo) os 4cidos graxos sofrem a remogdo oxidativa de
sucessivas unidades de 2 atomos de carbono na forma de acetil CoA. A
formagdo de cada‘ molécula de acetil CoA requer a agdo de desidrogenases para
a remogdo de 4 atomos de H' da porgdo acil-graxo da molécula. No segundo
estagio, os residuos acetila do acetil CoA sdo oxidados até CO, (no ciclo de
Krebs), € as moléculas derivadas da oxidagdo dos 4cidos graxos entram nesta
via final de oxidagdo juntamente com as moléculas de acetil CoA derivadas da
glicose, através da glicolise e da oxidagdo do piruvato. Os dois primeiros
estagios do processo de oxidagdo de um acido graxo produzem NADH E
FADH2 que, em um terceiro estigio transferem elétrons para a cadeia

respiratoria e desta para o oxigénio. Acoplado a este fluxo de elétrons esta a
fosforilagdo do ADP em ATP.

Durante a oxidagdo hepatica dos éacidos graxos, em humanos e na
maioria de outros mamiferos, a molécula de acetil CoA formado pode entrar no
ciclo de Krebs ou pode ser convertido a corpos cetdnicos (acetoacetato,
hidroxibutirato e acetona). A acetona produzida é exalada e o acetoacetato
assim como o hidroxibutirato sdo transportados pelo sangue até os tecidos extra
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hepaticos para fornecer a maior parte da energia requerida por esses mesmos
tecidos. No figado, o acetoacetato ¢é reduzido em D-B-hidroxibutirato através de
uma reagdo reversivel catalisada pela D-B- hidroxibutirato desidrogenase, uma
enzima mitocondrial. Nos tecidos extra hepaticos, o hidroxibutirato é oxidado
at¢ acetoacetato também pela D-B- hidroxibutirato desidrogenase. A sintese de
corpos cetonicos, sua exportagdo pelo figado bem como a “desaceleragdo” do
ciclo de Krebs pelo consumo de oxalacetato, aumentando a conversio do

acetil-CoA em acetoacetato, podem ser visualizados no esquema da figura 5:
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Hepatécito

Acetoacetato Corpos ceténicos exportados

como fonte de energia

B-hidroxibutirato

CoA

Acetona
Acido \A :
- » Acetil CoA

graxo - . s

B-oxidaciio \~-_.i Ciclo de Krebs

Oxdlacetato ~—~ =~
Gliconeogénese
Glicose Glicose exportada como

combustivel para os tecidos

Figura 5: Representa¢dio esquematica da sintese dos corpos cetnicos através
da B-oxidagdo com exportagdo hepatica destes para os tecidos periféricos e,
utilizacdo de glicose como combustivel a partir da gliconeogénese. As
situagdes que aumentam a gliocneogénese (diabetes e jejum) desaceleram o
ciclo de Krebs (pelo consumo do oxalacetato) e aumentam a conversdo do
acetil-CoA em acetoacetato. A moléculas de coenzima A liberadas permitem

que a PB-oxidagdo dos acidos graxos ocorram continuadamente.
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4- Metabolismo tumoral e resposta imune

Como ja referido anteriormente, sabe-se que o metabolismo normal
pode ser alterado por estados hipercatabdlicos como o cincer. A presenga do
tumor ocasiona efeitos catabdlicos conduzindo a anorexiav e a caquexia. As
alteragdes metabodlicas neoplasicas incluem cataboliémo intenso  de
carboidratos, de proteinas e de lipideos. Com relagio ao metabolismo dos
carboidratos, destaca-se a acidemia lactica (WATERHOUSE, 1974), tolerancia
anormal a glicose e gliconeogénese hepatica aumentada (HEYS et al., 1996).
No metabolismo protéico, a alteragdo no fornecimento de alanina e de
glutamina para a gliconeogénese hepatica e renal determina um balango
nitrogenado negativo (HOLROYDE et al., 1975), além de os aminoacidos
liberados poderem ser utilizados pelo tumor em crescimento. No tocante ao
metabolismo lipidico destaca-se a ocorréncia de hiperlipidemia e deple¢do dos

estoques de triacilgliceréis em ratos portadores de tumor (DEVEREAUX,
1984).

Patologias invasivas ou neoplasicas conduzem freqiientemente a
alteragdes metabélicas que comprometem a integridade do organismo
hospedeiro.’ Estas alteragdes sdo mediadas pelas células do sistema
umunoldgico que, em resposta a uma variedade de estimulos, secretam citocinas

(BLAKE, 1994) com capacidade de modificar o metabolismo do hospedeiro.

A resposta do sistema imune a infecg¢do ¢ a inflamagdo ¢ mediada por
citocinas. A infecgdo encontra-se associada a miltiplos distirbios na estocagem
e no metabolismo lipidico (DOERRLER, 1994), medeiando entfio alteragdes
metabolicas induzidas pelas citocinas, como o TNFa (fator de necrose tumoral
o), IFNy (interferon gama) e 1L-1 (interleucina 1). Algumas citocinas induzem
resposta catabolicas coordenada em adipdcitos, o que conduz a um decréscimo
da estocagem de lipideos (NEWSHOLME & CURI, 1987).
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Linfocitos e macrofagos desempenham importante papel na resposta
imunc. A glicose ¢ utilizada em altas taxas por estas células fornecendo
intermedidrios para vias biossintéticas: a glicolise fornece glicose-6-fosfato
para ribose-5-fosfato (requerido para a sintese de nucleotideos), ¢ o glicerol
para sintese de fosfolipideos. Entretanto, a atividade da glicélise encontra-se
aumentada em c)icesso (cerca de 100 vezes) acima do requerimento normal
para os processos biossintéticos normais. Isto sugere que estes processos
também fornecem energia para a célula. Além deste fato, nos linfocitos e
macrofagos, as taxas de utilizagdo de glicose encontram-se aumentadas (CURI
& NEWSHOLME, 1988), enquanto que a sua oxidagiio ¢ apenas parcial: A
glicose € convertida principalmente a lactato. Esta oxidagdo parcial é similar a

daquelas células em divisdo rapida como as células tumorais (ARDAWI &
NEWSHOLME, 1982).

5- Metabolismo do carcinossarcoma 256 de Walker e de seu hospedeiro

TREDGET (1998) demonstrou uma complexa e alterada inter-relagio
entre as necessidades teciduais por vérios metabdlitos essenciais e, os
horménios circulantes no individuo portador de tumor. Isto pode nfio ocorrer
apenas pela demanda de metabodlitos essenciais para o crescimento do tecido
tumoral, mas também pela agdo direta de secre¢es tumorais sobre Orgdos

endocrinos deste individuo.

Em ratos portadores de tumor, as concentragbes plasmaticas de
glicocorticdides, catecolaminas e glucagon apresentam-se elevadas
(VIRKAMAKI et al., 1995) e baixos niveis de insulina (FERNANDES et al.,
1996b e NETO, 1996), desencadeando varias alteragdes metabdlicas. As

catecolaminas depletam glicogénio muscular enquanto que a hipoinsulinemia e

15



o aumento sérico de glucagon induzem mobilizagio do glicogénio hepatico. A
insulina e o glucagon podem ser degradados por um fator associado as células
do carcinossarcoma 256 de Walker (ZEPP, 1986). Deve-se ainda mencionar
que o fator de crescimento associado & insulina ndo é mitégeno para o

carcinossarcoma 256 de Walker.

A glicogenolise hepatica fornece glicose para o crescimento tumoral e
para tecidos especificos do hospedeiro, tais como sistema nervoso, leito
esplancnico, células endoteliais, eritrocitos e leucocitos (GULLINO et al,,
1967). As alteragdes metabolicas mencionadas acima ocorrem ndo somente em
ratos portadores carcinossarcoma 256 de Walker. Estas alteragdes ocorrem
tanto em animais portadores de outras linhagens de tumores espontineos ou
transplantaveis (SHAPOT, 1972 e SHAPOT & BLINOV, 1974), quanto em
pacientes com varios tipos de neoplasias (REICHARDT et al, 1963 ¢
FERNANDES, 1996a). Embora ainda ndo totalmente esclarecidos os fatores
que conduzem a este quadro, sabe-se que concentragdes plasmaticas
aumentadas de PGE, (prostaglandina E;) e de vasopressina (SIDIDIQUI &
WILLIAMS, 1987) levam a redugdo da cetogénese. SAUER e colaboradores
(1986), ao verificarem os efeitos do jejum em varias linhagens tumorais
inclusive no carcinossarcoma 256 de Walker, constataram que havia uma
resposta positiva para o crescimento tumoral ao se induzir lipdlise e cetose no
hospedeiro, aumentando desta forma os acidos graxos livres e a concentragdo

de corpos cetdnicos no sangue arterial.

Em estudo metabolico com células do carcinossarcoma 256 de Walker ¢
de sarcoma, 45, KOLOMINA & VASIL’Eva (1982) observaram aumento na
atividade da LDH no estigio avangado de crescimento do carcinossarcoma 256
de Walker (W256), porém ndo foram constatadas alteragdes significantes na
reagdo histoquimica. Outras linhagens tumorais como o sarcoma de Jenssen,
sdo consistentemente “fortes produtores” de lactato in vivo; no entanto,

SAUER. & DAUCHY (1986) ndo foram capazes de reproduzir este fato. Em
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investigagdes bioquimicas, SCHULZE e colaboradores (1976), verificaram que
em ratos adultos portadores de W256 ocorreu perda de glicogénio hepatico
rapida, até completa deple¢iio (em massas tumorais superiores a 40g/animal).
Esta deplegdo era dependente do peso tumoral. Houve contribui¢io para

pronunciada hipoglicemia sanguinea periférica no rato com acelerada

gliconeogénese.

Ao avaliar o efeito da hiperglicemia na hemodindmica sistémica ¢ da
taxa de fluxo sangiiineo em ratos portadores de W256, DI-PIPETTE e
colaboradores (1986) observaram que a redugdo do fluxo sangiiineo devido a
hiperglicemia em tumores maiores que 0,6 g ¢ primariamente atribuida a
redugdo no débito cardiaco e aos efeitos local e sist€émico em tumores menores
que 0,6g. A perfusdo hipertérmica peritoneal pode também ocasionar alteragGes
cardiovasculares (SHIME et al., 1994).

6- Hipertermia

O termo hipertermia é derivado do grego hyper (excessivo) e de therme
(calor), distinguindo-se do termo febre, que deriva do latim febris. A
hipertermoterapia vem sendo utilizada desde a antiguidade quando Hipdcrates
(460-370 a.c.) usava o calor para tratamento de tumores. OVERGAARD
(1977) relata que no papiro de cirurgia de Smith (aparentemente o primeiro
livro texto de medicina) encontra-se a descrigdo do tratamento térmico de uma

paciente com tumor de mama.

No século XVI, os fisicos renascentistas contribuiram com “novas

estratégias” para o tratamento do cancer; a partir da diferenciagdo de tumores

malignos e da ocorréncia de metastases.
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No perl’odd do illuminismo, no século XVII, o filésofo, matematico ¢
fisico frances René Descartes, evidenciou a abordagem logica de tratamento do
cancer (CA), com base na remogdo de tumores primarios Jjuntamente com os
linfonodos envolvidos. Uma importante contribui¢do também foi legada pelo
clinico holandés Hermann Bochaave, o qual considerou o cancer como uma

irritagdo local; observagdo esta que evidenciou posteriormente varios tipos de

neoplasias ocupacionais,

A ignorincia Obvia e a confusio acerca do diagnéstico exato e o
tratamento do cancer podem explicar alguns casos de “cura do céncer” por
exposigdo ao calor, através de excisdo da area afetada, cauterizagio com uso de
ferro em brasa, dietas ou drogas e/ou sangramentos. - Estas abordagens
terap€uticas” representam aplicagdes tipicas de hipertermia local. (a altas
temperaturas em curtos espagos de tempo); e de hipertermia sistémica

(temperaturas moderadas sob longa duragio). representada atraves do uso de

banhos quentes ou indugio de febre.

A temperatura corporea pode ser aumentada por agdo de pirdgenos
(toxinas bacterianas) ou por. drogas.  Agdes regulatorias hlpotalamlcas
controlam este aumento propiciando vasodilatagio e aumento da perfusio
(BLIGHT, 1979). Esta regulagdo ndo acontece tdo eﬁc1entemente na
hipertermia maligna, uma vez que os mecanismos compensatérios de controle
central e de feedback podem estar damﬁcados podendo a temperatura corporal
atmglr 42°C.

O aumento da temperatura pode ainda ser induzido através da
- transferéncia de calor do meio (4gua, ar, ondas eletromagnéticas). Quando da
exposigdo .2‘1 luz solar, o organismo pode acumular cerca de 150
quilocalorias/hora (kcal/h) ou ainda pode produzir metabolicamente 600-900
kcal/h através de intensa atividade muscular, trabalho este que chega aumentar

a temperatura corporal até aproximadamente 40°C. Dentre os fatores que
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intensificam a atividade metabolica e consequentemente a geragdo de calor,
destacam-se os hormonios tireoidianos ativos, o efeito calorigénico dos
alimentos, a contragdo involuntaria e a propria febre ( 0 aumento de 1° C na
temperatura corpérea, eleva em de 10 % o metabolismo basal). No tocante aos
mecanismos reguladores da temperatura corporal, pode-se mencionar dois
sistemas de controle: um central (porgdo anterior do hipotalamo — areas pré
opticas medial e posterior e nicleo paraventricular) e o outro periférico

(sistema nervoso autdnomo) com a participagdo de receptores térmicos sob a
pele (GUYTON, 1992).

Atualmente a hipertermia em oncologia ¢ utilizada na radiossensitizagfo
e/ou na quimioterapia. A termoterapia atinge temperaturas na faixa entre 41°-
43°C, enquanto que temperaturas acima de 43°C, dependendo do tempo de
exposic¢do, podem induzir citotoxicidade (OVERGAARD, 1977).

Os métodos de termoterapia (associada ou isolada) sdo aplicados
principalmente de acordo com a localizagéio do tumor. Para aquecimentos mais
profundos utiliza-se a hipertermia (HT) loco-regional ou regional, para tumores
sdperﬁciais opfa-se pela HT local (a pouca penetragio de calor conduz ao
hiperaquecimento do tecido adiposo limitando seu uso clinico); ja a HT de
corpo inteiro consiste num método invasivo de indugdio da elevagdo da
temperatura sistémica, sendo este aumento térmico dependente da dissipagdo
de calor pelo corpo. A hipertermia (localizada ou sistémica) pode ser aplicada
clinicamente através do uso de agua quente, de ondas eletromagnéticas de calor
na faixa de 50-2450 megahertz (MHz), de radiofreqiiéncia (0,5-27 MHz), de
ondas ultrassonicas (0,5-5,0 MHz), de perfusio local e regional e de

aquecimento sistémico (para tumores avangados € metastaticos).

A pesquisa laboratorial acerca dos efeitos do calor foi iniciada no século
XX. Cientistas avaliaram inicialmente a tolerdncia dos tecidos normais a

diferentes graus de exposi¢do térmica. HENRIQUES & MORITZ, em 1947
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(em HILL, 1992), estabeleceram que a tolerdncia térmica de suinos era muito
similar a4 da pele bumana. Em 1964, BURGER & FUHRMANN (em HILL,
1992) evidenciaram uma marcante variagio na resposta térmica entrc 0s
diferentes tecidos de mamiferos, dentro de uma mesma espécic e entre
diferentes espécies entre si. Atualmente os achados de dose térmica e resposta a
termoterapia em humanos sio claramente refletidos nas “doses térmicas”

propostas por SAPARETO & DEWEY (1984).

Uma revisdo acerca dos efeitos da hipertermia nos diferentes orgios de
humanos foi proposta por FAJARDO (1984), o qual observou uma evidente
relagio entre as respostas obtidas com relagdo ao tempo de exposi¢do ¢ a
duragdo do tratamento térmico. Até 1995, os efeitos da termoterapia sobre os
varios tecidos humanos ndo haviam sido sistematicamente avaliados. Estudos
patolégicos sugerem a existéncia de susceptibilidade orgdnica individual para
diferentes exposigdes térmicas propiciando assim, danos miocardico (ruptura

de fibras musculares), cerebral (hemorragia difusa petequial), renal e hepatico.

6.1- Hipertermia isolada

No tocante ao aquecimento isolado de tumores malignos, a sensibilidade
térmica in vivo e in vitro foi estudada inicialmente por LOEB & JENSSEN
,1903 (em HILL, 1992).. Em 1903, LOEB (em HILL, 1992) constatou que
células de sarcoma em roedores foram inativadas quando aquecidas a 45°C por
30 minutos. Outros investigadores confirmaram estas observagdes; porém
nenhuma comparagio foi feita entre diferentes tipos de tumores nem com

relagdo aos tecidos justatumorais.

Em 1908, HAARLAND (em HILL, 1992) concluiu, a partir de seus
expeﬁmentos animais, que células tumorais malignas possuem susceptibilidade

especifica ao calor. Em 1912, LAMBERT (em HILL, 1992) comparou a
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sensibilidade térmica de diferentes células (normais ¢ malignas) utilizando
cultura de células em plasma. Apds aplicar tratamento térmico (42°- 47°C) em
diferentes intervalos de tempo, LAMBERT demonstrou que células normais
tanto quanto células malignas sdo capazes de sobreviver quando expostas a
43°C por até 3 horas.

Em 1921, ROEDENBURG & PRIME (em HILL, 1992) constataram ¢m
tumores transplantiveis de roedores, uma rapida regressdo tumoral apods
exposi¢do térmica entre 42°- 46°C. Minuciosos estudos histologicos efetuados
entre 0 1° € 0 6° dias apds a exposigdo térmica revelou completa morte celular
tumoral, enquanto que ndo foram observados efeitos deletérios evidentes nos
tecidos normais. Este achado € outra indicagéo da alta sensibilidade das células
tumorais quando comparadas as células normais. Deve-se considerar, no
entanto, que a regressdo tumoral ocorre na mesma extensdo apos 180 minutos a
44°C ¢ ap6s 90 minutos a 45°C, enquanto que os tecidos normais ndo sofrem
danos sob esta mesmas condigGes. Outros investigadores confirmaram o
potencial do calor em induzir declinio do crescimento tumoral in vivo

independentemente da técnica de aquecimento utilizada.

Estudos in vivo e in vitro demonstraram que a hipertermia pode atuar de
duas formas nos tecidos alvo. Uma agio direta, letal ou subletal sobre a célula
e, uma agdo indireta através da potencializagdo do efeito da quimioterapia
(HAHN, 1982; WALLNER & LI, 1987; em: HILL, 1992) e da radioterapia
(OVERGAARD, 1985).

6.2- Hipertermia associada

Embora o calor tenha sido usado na terapia do cancer no inicio do século
XX, apenas a partir de 1921 é que estudos emergiram em jornais cientificos
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abordando os efeitos da radiagio e do calor em tumores malignos.
Paralelamente as investigagdes do aquecimento isolado, ROEDENBURG &
PRIME (1921) foram os primeiros a analisar os efeitos do uso associado do
calor e da radiagdo no sarcoma 180 de Crocker, e em alguns outros tumores
utilizando temperaturas entre 42° e 46°C. Eles observaram um efeito
sinergistico acima de 42°C para o efeito associado. Antes, acreditava-se numa
relagdo dose-resposta térmica entre os efeitos induzidos' pelo o tempo de
termoterapia ¢ a intensidade de calor administrado. Atualmente, acredita-se que
“baixas” temperaturas (41°C) sdo tdo efetivas quanto “altas” (46°C), quando as
“baixas” temperaturas sdo mantidas por tratamentos mais longos. Este achado
foi exatamente confirmado por estudos mais recentes em termobiologia
(DEWEY et al., 1989) e também, a partir destes trabalhos, foi proposto por
SAPARETO & DEWEY (1984) o conceito de dose térmica.

A pesquisa acerca da hipertermia moderna teve inicio com os estudos
experimentais de CRILE (1961-1963), os quais foram um marco nesta area de
estudo. CRILE (1940) retomou trabalhos de outros pesquisadores ¢ realizou
uma série Sle experimentos em tumores transplantaveis de camundongos. Os
fendmenos biologicos por ele descritos incluem (a) a citotoxicidade dependente
de tempo e de temperatura; (b) a citotoxicidade e sensibilidade aumentadas in
situ comparadas com tumores menores; € termotolerancia dos tecidos normais e

tumorais.

O uso associado do calor ¢ de quimioterdpicos tem sido investigado
apenas na era moderna da pesquisa oncologica, quando os pesquisadores
constataram que a hipertermia pode alterar a permeabilidade da membrana e a
captagdo de agentes citotoxicos (SHINGELTON e al., 1961). As primeiras
observagdes clinicas na aplicagdo associada de hipertermia e quimioterapia
foram registradas, em 1960, por WOODHALL e colaboradores (em HILL,
1992) ‘e por SHINGLETON e colaboradores (1961). Foram observadas

respostas positivas em pacientes com tumor de cabega e pescogo, utilizando
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temperaturas entre 40° ¢ 41°C. O aumento da morte celular em cerca de 100
(cem) vezes, foi induzido por GIOVANELLA e colaboradores (1979) quando
da adigdo de um agente alcodlico especifico. Em 1975, STHELIN e
colaboradores, constataram um aumento na resposta tumoral entre 35% e 80%
aplicando calor entre 40,5° ¢ 41,5°C em conjunto com a infusio quimioterapica
no tratamento regional metastatico de melanoma. Deve-se ainda mencionar 0s
efeitos citotdxico e antitumora sinergisticos quando do uso associado com a
~ hipertemia e TNF recombinante humano (WATANABE, 1988). No entanto, o
TNF endégeno atua com fator de resisténcia contra a citotoxicidade

hipertérmica em células de carcinoma pancreatico (WATANABE, 1997).

6.3- Mecanismos molecular e celular da hipertermia

O sucesso da terapia oncologica € determinado pela eficiéncia com a
qual ocorre a morte de células tumorais é encontrada com o minimo de lesio
aos tecidos normais. A morte celular neste contexto entdo, significa que a
clonogeneidade de células primarias ¢ destruida por agentes como a radiagdo
ionizante, quimicos citotoxicos e calor. A hipertermia, na faixa de 40° e 45°C,
pode atuar como agente sensibilizante em combinagdo com radia¢do ionizante
ou drogas citotoxicas (STREFFER, 1990). Durante o aquecimento prolongado
por varias horas acima de 42°C, e abaixo desta temperatura ou apds choque
térmico rapido, as células podem se tornar termoresistentes, adquirindo
termotolerdncia. Na termotolerincia encontram-se envolvidas proteinas
denominadas hsp ( do inglés heat shock proteins), as quais limitam os efeitos
deletérios da hipertermia sobre os tecidos organicos (FUJIMORI et al., 1997) e
modulam a expressdo de metastase (ALBERTAZZI et al., 1998). As hsp sdo

uma familia de proteinas essenciais a sobrevida cclular, sendo induzida sua
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maior expressdo durante varios estresses fisiologicos. Entre estas proteinas, a
hsp70 (BEASLEY et al., 1997, MIRKES, 1997), hsp60 ¢ hsp72 (OTAKA et
al., 1997) sdo as que encontram-se mais envolvidas com o estresse metabolico
ocasionado pela hipertermia. Sabe-se ainda que o estresse hipertérmico induz

ativagdo de plaquetas circulantes (TAKE et al., 1996).

A aplicagio da hipertermia possui uma longa historia na terapia tumoral;
entretanto, os mecanismos celulares e moleculares tém sido estudados apenas a
partir da década de 70.

Sabe-se que o tratamento hipertérmico induz consideraveis alterages
metabolicas ¢ moleculares. Enquanto a radiagio ionizante provoca
principalmente dano ao DNA (OVERGAARD, 1977) levando & morte da
célula reprodutiva, o mecanismo de morte celular pela hipertermia isolada é
menos claro. Parece ser evidente que eventos citoplasmaticos sdo distintos dos
que ocorrem no nicleo (HAHN 1982; STREFFER 1982, 1984). Nos niveis
molecular e metabolico, o calor induz predominantemente dois efeitos: (a)
Alteragdes conformacionais e desestabilizagdo de macromoléculas e de
estruturas nioleculares; e (b) aumento das taxas de reagdes metabodlicas durante

a termoterapia, seguido de desregulagédo do metabolismo, principalmente apés a

hipertermia.

A conformagdo de macromoléculas biologicas ¢ principalmente
estabilizada por pontes de hidrogénio, interagdes com grupos idnicos e por
interagOes hidrofobicas e hidrofilicas dentro das macromoléculas e seu
ambiente. As trés classes de ligagdes e interagdes sdo comparativamente fracas
sendo facilmente alteradas, por exemplo, por um aumento na temperatura. Para
a atividade biologica de macromoléculas, a integridade das estruturas
conformacionais € pré requisito. A conformagdo do DNA ¢ irreverssivelmente
alterada apenas a temperaturas proximas daquelas que conduzem a morte

celular (LEPOCK, 1991). A entalpia calculada por Arrhenius proposta para a
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morte celular encontra-se na mesma faixa que a para ocorréncia de
desnaturagdo protéica (STREFFER, 1990). Soma-se a isso, o fato de que as
alteragdes estruturais induzidas pelo calor em proteinas sdo extremaimente
dependentes do valor do pH (WIKE-HOOLE, 1984).

Uma significante desnaturagfio protéica ¢ iniciada entre 40° ¢ 41°C, ¢ de
forma irreversivel em mitocondrias, nucleo celular, microssomos ¢ fra¢des
citosolicas de proteinas solaveis. LEPOCK e colaboradores (1991) concluiram
que as alteragdes conformacionais protéicas, sdo as responsaveis pelos efeitos
observados durante o aquecimento nas membranas celulares. As membranas

sdo os principais alvos celulares para a hipertermia tanto para bactérias quanto

para mamiferos.

A bicamada fosfolipidica é uma parte essencial das membranas
biologicas. A fluidez destas membranas influenciam significativamente a
fungdo e a estabilidade celular. A composi¢do lipidica possui influéncia
marcante na fluidez, sendo esta caracteristica aumentada em fungdo da
elevagdo de temperatura (VAUPEL et al., 1987). TAYLOR e colaboradores
(1992) propuseram que este efeito correlaciona-se com a apoptose. A

ocorréncia de termotolerancia nio induz da fluidez da membrana.

A hipertermia pode danificar ndo apenas a membrana plasmatica mas
também membranas intracelulares. As alteragdes da permeabilidade de
membrana induzem alteragio da permeabilidade idnica, aumentando o efluxo
de potassio e influxo de calcio (EVANS, 1989 e DEWEY, 1977). Apos a
termoterapia, o influxo de célcio se reduz e a concentragdo deste ion livre

aumenta (DEWEY, 1989).



6.4- Metabolismo energético e da glicose na hipertermia

O metabolismo da glicose encontra-se intimamente ligado aos dos
lipideos e dos aminoacidos. Estes mecanismos metabolicos sio dependentes
dos meios intra e extra celulares. Existe uma variabilidade quanto a
metabolizagdo da glicose entre os diferentes tumores, considerando-se espécie

e sitio de localizagdo. Todavia, alguns padrdes metabolicos podem ser

caracteristicos nas diversas linhagens.

A glicdlise influencia o meio intracelular (KIM et al., 1978), sendo a sua
taxa dependente de varios fatores (KELLEHER et al., 1995), tais como pH e a
tensdo de oxigénio (O,). A hiperglicemia de ratos portadores de tumor reduz o
pH nas areas tumorais e normais adjacentes ao tumor. Este processo conduz ao

acamulo de acido lactico em tecidos aquecidos (SAUER et al., 1986).

O potencial hidrogenidénico encontra-se fortemente associado a relagio
lactato/piruvato nas células (STREFFER, 1988). LEE e colaboradores (1986)
estudando o tumor de camundongo SCK, observaram um aumento consideravel
(cerca de duas vezes) dos niveis de lactato, apds aquecimento a 43,5°C por 30
minutos permanecendo este aumento por até 24 horas. Os autores constataram
também um acréscimo nos niveis de P-hidroxibutirato. Entretanto, como o
aumento da concentragéio de lactato era muito maior que a de $-hidroxibutirato,
concluindo-se que o lactato foi o responséavel pela possivel acidificagdo do
tumor. Estudos posteriores demonstraram que o aumento no lactato ¢ mais
dependente das caracteristicas do tumor e difere entre linhagens sob as mesmas
condig¢des. Todavia, observou-se em todos os tumores um aumento na relagdo
lactato/piruvato. Estes dados demonstram que a glicélise aparentemente nio é

inibida durante a hipertermia e a glicemia ¢ suficientemente mantida.
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6.4.1- Status metabdélico e reaciio ao aquecimento

A sensibilidade térmica tem se mostrado altamente dependente do pH
tumoral, bem como do status nutricional e energético dos tumores tratados
(SCHAEFER et al.,, 1993). Embora nio existam evidéncias conclusivas
relacionadas a interferéncia destes fatores, ndo ha dividas que a taxa e a

homogeneidade da perfusio sangiiinea desempenha um papel primordial na

determinagdo do status metabdlico.

Como conseqiiéncia patofisiologica da microcirculagio tumoral
inadequada funcionante (REINHOLD & ENDRICH, 1986), o suprimento ¢ a
drenagem sangiiinea em muitos tumores solidos sdo restritas a determinadas
areas, desencadeando entdo hipéxia tecidual, acidose e deplegdo energética
(SONG et al., 1980). Paralelamente as taxas de turn-over, o status metabolico
tumoral depende predominantemente (SHAPOT, 1972, VAUPEL et al., 1980 ¢
VAUPEL et al., 1989) da fung¢do microcirculatoria (figura 6).
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Transferéncia de calor

>
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Figura 6: Representacio esquematica da destruigdo celular tumoral induzida
pela hipertermia in vivo através da modulagéo da termosensibilidade por fatores
fisiologicos tais como fungdo microcirculatoria (alteragdo de fluxo sanguineo),
pH intracelular (acidose) e pelo status bioenergético (deplegdo energética e
restri¢do de substratos).
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A alteragdo de fluxo sangiiineo apos aquecimento em tecidos normais ¢
devido a mecanismos termorregulatorios acompanhados de dissipagﬁobde calor.
Dados relacionados a perfusio sangiiinea em tumores humanos (VAUPEL et
al., 1992) mostram uma grande variabilidade da mesma considerando-se
histologia e sitios primarios similares. Apés aquecimento destes tumores, as
investigag3es acerca das alteragdes de fluxo de sangue ainda sio inconclusivas
(VAUPEL et al., 1993). Experimentos com tumores de roedores, de variados
volumes e semelhantes taxas de fluxo sangiiineo antes do aquecimento,
demonstraram que alteragdes de fluxo e de disponibilidade de O, nio
dependem exclusivamente da dose térmica administrada ¢ nem da linhagem
tumoral investigada, mas também do fluxo sanguineo dos tumores antes do

tratamento térmico, bem como do volume tumoral e do sitio de implantagdo.

O fluxo aumentado registrado em modelos experimentais com tumores
pode ajudar a explicar a ndo responsividade ao aquecimento de muitos tumores
humanos quando uma situago clinica é criticamente avaliada (WATERMAN
et al,, 1991). O aumento do fluxo em tumores experimentais ¢ humanos pode
resultar numa melhor dissipagio do calor de modo que temperaturas

terapeuticamente relevantes (41°— 49°C) podem néo ser atingidas (DICKSON
& CAEDERWOOD, 1980).

O status bioenergético tumoral “piora” durante a hipertermia
(SCHAEFER et al., 1993) , com a redugio do ATP e da fosfocreatina e, do
acréscimo dos niveis de fosfato inorginico (LILLY et al., 1984). A hidrdlise do
ATP resulta em acumulo de catabélitos de purina e na formagdo de protons, os
quais podem contribuir para a acidose induzida pelo calor. Adicionalmente, a
formagdo de espécies reativas de oxigénio podem contribuir para a

citotoxicidade induzida pela hipertermia.
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6.4.2) Niveis de glicose e de lactato apoés hipertermia

A glicose tem sido o “termosensor” mais estudado em tumores
experimentais (SHAH et al., 1982 e SHAPOT & BLIBOV, 1974). A deplegio
de energia celular resultante de um fornecimento reduzido de nutrientes pode
sensibilizar células tumorais a hipertermia. Uma vez qu‘e alguns tumores
experimentais exibem decréscimo dos niveis de glicose e de glicose-6-fosfato
apés tratamento hipertérmico, tem-se hipotetizado que as células tumorais

podem tornar-se sensiveis termicamente apds hipertermia, induzindo um

possivel feedback positivo.

As concentragdes intratumorais de glicose (SCHAFER et al., 1993 ¢
STREFFER et al., 1988) pés hipertermia podem ser o resultado de diferentes

mecanismos patogénicos relacionados ao aumento do fluxo sangiiineo arterial e

a expansdo do compartimento intersticial.

Apés aquecimento terapéutico as concentragdes de acido lactico
aumentam significantemente. Em presenca de O,, o acido lactico pode ser o
catabolito da glicolise aerdbica e da glutaminélise. O actmulo de lactato em
tumores ¢ resultante do colapso glicolitico com cerca de 18 vezes menos
ATP/campo do que ocorre com a oxidagdo normal. A degradagio de piruvato a
acetil-CoA e o mecanismo oxidativo seguinte estdo prejudicados na hipertermia
(STREFFER, 1984). Estas alteragdes metabdlicas induzidas pelo calor
conduzem a uma producgdo aumentada das formas ionizadas do lactato, f3-
hidroxibutirato e do acetoacetato (STREFFER, 1982). O estado redox também
¢ um bom indicador do oxidagéo celular apos hipertermia, uma vez que a razo
[NAD'JY[NADH] no sitio das oxidoredugdes refletem o comportamento
metabolico dos substratos oxidaveis e reduziveis (WILLIAMSON et al., 1967)
em presénga de atividade enzimatica aumentada induzida pelo tratamento
térmico.
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II) JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando a necessidade de se encontrar alternativas, para o tratamento
das neoplasias gastricas, que sejam mais eficientes € que menos depletem
reservas energéticas, € que se deu inicio a este trabalho utilizando a hipertermia
como modelo experimental. E conhecido que a morte celular tumoral ocasionada
pela hipertermia ¢ devida principalmente a redugio do pH intracelular. Sabendo-
se entdo que a acidificagdo do tecido tumoral pode ser modulada na termoterapia
pela localizagdo tumoral, pela disponibilidade de nutrientes e energia para o

tumor e seu hospedeiro, é que propds-se os seguintes objetivos:

a) Objetivo Geral

Determinar a ocorréncia de possiveis alteragdes metabolicas em ratos com
implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker (W256) e submetidos a

hipertermoterapia.

b) Objetivos Especificos

Reproduzir o modelo experimental da hipertermia com o implante gastrico

de carcinossarcoma 256 de Walker (W256);

Implantar no Laboratério de Farmacologia Clinica e Celular a
metodologia das determinagdes enzimaticas de piruvato, lactato, acetoacetato,

hidroxibutirato e D-glicose;

Avaliar o status metabolico dos grupos de animais em diferentes tempos

apos tratamento térmico, propondo corregdes se necessarias.
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I1) MATERIAL E METODOS

1) Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar adultos machos (n=96) pesando entre 180 e
250g. Todos os animais receberam ragio PURINA com livre acesso & agua e
permanecendo em ciclo de 12 horas de luz e 12 horas sem luminosidade.
Previamente ao implante gastrico de W256 e ao tratamento térmico os ratos

permaneceram em jejum durante 24 horas com agua ad libitum.

2) Grupeos de estudo

Grupo SHAM (n=18): Animais controle sdos (ndo portadores de tumor),
submetidos a normotermia (NT) com temperaturas entre 37°¢ 38° C.

Grupo TUM (n=18): Animais portadores de tumor (W256), submetidos a
normotermia (NT) com temperaturas entre 37° 38° C.

Grupo HT (n=18): Animais controle sdos (ndo portadores de tumor), submetidos
a hipertermia (HT) com temperaturas entre 41° 42° C.

Grupo TUM + HT (n=18): Animais portadores de tumor (W256), submetidos a
hipertermia (HT) com temperaturas entre 41°% 42° C.

De acordo com STONER e colaboradores (1979), as concentragdes
sangiiineas de glicose, lactato, corpos cetdnicos € de acidos graxos encontram-se
aumentadas imediatamente apos a injaria, sendo normalizadas entre 1 a 7 dias
apos o estresse. Coincidentemente o pico de crescimento tumoral ocorre no 7° dia
pos implante. A partir entdo dos pressupostos supracitados ¢ que determinou-se
que o tratamento térmico e a coleta de amostras seriam efetuadas no 7° dia pés

implante (de células tumorais ou do veiculo).
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Cada grupo de estudo foi subdividido em 3 subgrupos, sendo submetidos a
hiperterrmia ou & normotermia no 7° dia apos procedimento cirirgico (sham ou
com implante tumoral) e avaliados imediatamente (TO), aos trinta (T30) e

sessenta (T60) minutos apds tratamento térmico.

3) Material

3.1)Enzimas e outras substincias

L-Lactato desidrogenase de miisculo de coelho - SIGMA - USA

B-Hidroxibutirato desidrogenase de Rhodopseudomonas spheroides — SIGMA —

USA

Hexoquinase de leveduras — SIGMA — USA

Glucose-6-P desidrogenase de Leuconostoc mesenteroides - SIGMA - USA

NAD', do inglés B-Nicotinamide adenine dinucleotide - SIGMA - USA

NADH, do inglés B-Nicotinamide adenine dinucleotide (forma reduzi da)-

SIGMA-USA

ATP, do inglés Adenosine 5°- triphosphate - SIGMA - USA

Fosfato de potassio monobasico — REAGEN - RI/BRASIL

Fosfato de potassio dibasico — REAGEN - RJ/BRASIL

Tris (hidroximetil aminometano) — REAGEN - RJ/BRASIL

Hidrato de Hidrazina 100% — REAGEN - RJ/BRASIL

Acido perclérico (Haloquimica Ind. ¢ Com.Ltda. - SP/BRASIL)

EDTA (4cido etilenodiaminotetraacético) - REAGEN — RJ/BRASIL

Cloreto de magnésio (Grupo Quimica Industrial Ltda. — RJ/BRASIL

Solugdo de Ringer com lactato (Gaspar Viana — BRASIL): Frasco com 500 ml
(3,0 g de cloreto de sodio; 0,15 g de cloreto de potassio; 0,10 g de Cloreto de

calcio dihidratado e 1,55 g de lactato de sodio)
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Ketalar: Cloridrato de ketamina (Aché — BRASIL)

Rompun: Cloridrato de xilazina 20% (Bayer — BRASIL)
Cloranfenicol: Succinato de cloranfenicol (Prodotti — BRASIL)
Povidine: Polivinilpirrolidona a 10% (Tecnofarma — BRASIL)
Eter dietillico (Hoechst — BRASIL)

Nitrogénio liquido (White Martins, Sdo Paulo-SP-Brasil)
Indicador de pH Universal (Poole - Inglaterra)

3.2) Equipamentos e instrumentos de laboratério

Balanga analitica (modelo H5 — Mettler - Suiga)

Centrifuga refrigerada ( Modelo FR 15 — Fanem — SP — Brasil)

Espectrofotdmetro (modelo DU 640 — Beckman — Fullerton — CA - USA)

Potenciometro (Micronal; pH-metro B374)

Banho-Maria (modelo 100 —- FANEM — SP/BRASIL)

Bomba com equipo de infusdo para nutrigdo enteral (B.Braun — BRASIL)

Termometro clinico (BD — BRASIL)

Agitador magnético (Dbarnstead/Thermolyne, modelo M37610-26)

Agitador para tubos de ensaio (Marconi, modelo TE089)

Balanga analitica (Marte, modelo AL 200) / Espatulas

Balanga para pesagem de animais (Filizola, modelo ID 1500)

Cubetas em quartzo para leitura espectrofotométrica (American Hospital Supply
Corporation) |

Tubos de ensaio de vidro com capacidade para 20 ml (pyrex)

Freeze-clamp em metal

Gral e pistilo em porcelana / Béqueres e provetas (pyrex - BRASIL)

Freezer e geladeira (Prosdocimo — BRASIL)

Pipeta automatica com capacidade para 200-1000 pl (SciTech — Sellex, Inc. -

USA)

Placas de Petri (Pyrex)
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3.3) Material cirtrgico

Tesouras, porta-agulhas, pingas simples ¢ hemostiticas em inox (Medlight —
BRASIL) |

Laminas de bisturi n® 11 ¢ 15
Fios mononylon para sutura n® 4 (Ethicon — BRASIL)

Seringas com capacidade para 2 e 5 ml, e agulhas descartaveis 25x7 (BD —
BRASIL)

Luvas cirlirgicas
Escalpe N° 19

Canula em metal fenestrada 40 x 12 (3 fenestras)

4) Procedimentos

4.1)Transplante tumoral e procedimento cirirgico

A preparagiio do indculo e a repicagem do tumor foi efetuada entre 0 8° ¢
o 10° dia pos implante (intramuscular na pata traseira) no animal de manutengio
do tumor. O tumor foi retirado e colocado em uma placa de Petri, contendo 9 ml
de solugdo de Ringer com lactato com 1 ml de cloranfenicol (100 mg/ml).
Tfansferiu—se o tecido sem focos necroticos para outra placa de Petri contendo a
mesma quantidade de Ringer com lactato e cloranfenicol, onde o tumor foi
triturado em pequenos fragmentos de aproximadamente 2 mm cada. As placas
foram mantidas sobre uma superficie gelada durante os procedimentos
supracitados. A solugdo com fragmentos foi agitada em agitador (com “bala”

magnética) por 15 minutos e filtrada em gase apos, obtendo-se uma solugio

contendo as células tumorais em suspensio.
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No tocante a técnica cirrgica para inoculagdo do tumor no estémago dos
ratos, os mesmos foram mantidos anestesiados sob agdo inalatoria de éter.
Seguiu-se a técnica descrita por Br@yn (1974) e adaptada por Oliveira, (1997),
determinando apds a exposi¢do do estdmago a clampeadura em trés regides
gastricas: Foram clampeadas as curvaturas menor e maior do estdmago ¢ a
jungdo gastroesofagica. Este trauma, na mucosa ricamente vascularizada, otimiza
a implantagdo das células tumorais mesmo na presenga de residuos alimentares
pos jejum destes animais. Apos a clampeadura foi administrado 1 ml de solugio
contendo suspensdo de células tumorais (107 células) de W256 através de uma
sonda orogastrica (figura 7). Os ratos inoculados foram submetidos no 7° dia pés
cirargico ao tratamento térmico (NT ou HT). Os animais sham operados foram
submetidos aos mesmos estresse de cirurgia e de anestesia, ao se substituir o
veiculo (Ringer-lactato sem células tumorais). O sucesso do implante tumoral

pode ser visualizado nas representagdes macroscopica e histologica,

respectivamente nas figuras 8 e 9.
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Figura 7: Fotografias do procedimento cirirgico com clampeadura e implante tumoral
de suspensdo de células de W256 através de sonda orogastrica (A); e [re
e tubos com acido perclérico para acondicionamento das amostras (B).

eze-clampping

37



Figura 8: Fotografias do sucesso do implante tumoral demonstrado macroscopicamente
através do desenvolvimento neoplasico na mucosa gastrica (A) e; na parte externa da
grande curvatura do estdmago (B).
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Figura 9: Fotografias do sucesso do implante tumoral demonstrado histologicamente
através da infiltragio de células tumorais de W256 no intersticio entre as glindulas da
mucosa gastrica (A) e na camada submucosa (B). Fotografias gentilmente cedidas por
Paulo F. M. Oliveira (fonte: Dissertagdo de Mestrado, 1997).
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4.2) Protocole experimental

O modelo de termoterapia (figuras 10 e 11) foi utilizado da seguinte
forma: Uma bomba infusora bombeou uma solugdo de Ringer com lactato
conduzida para aquecimento, através de uma “serpentina”, em banho maria sendo
infundida por meio do acesso de uma escalpe N° 19 (inserida no flanco esquerdo)
para a cavidade abdominal do rato. A solugdo aquecida infundida foi drenada
com o auxilio de outra canula fenestrada inserida contralateralmente. A infusio
com drenagem continua foi mantida por 60 minutos estando os animais sob
anestesia com uma solugdo mista de xilazina (10 mg/kg i.p.) + ketamina (90
mg/kg i.p.) . O aquecimento para NT (37°- 38° C) ou HT (4 1°- 42° C) foi mantido
através do controle da temperatura retal. Verificava-se a temperatura previamente
a colocagdo do animal no sistema, aos 30 minutos de NT ou HT e imediatamente
apos a retirada do mesmo do sistema de termoterapia. Estando o animal ainda
sob efeito anestésico foi efetnada abertura cirirgica do abdome do rato,
procedendo-se seqiiencialmente, a coleta de sangue arterial (2 ml da aorta
abdominal), bem como a retirada do figado e do estomago, imediatamente (T0) e

aos trinta (T30) e sessenta (T60) minutos apds o tratamento térmico.

O material coletado foi conservado em 5 ml de acido perclorico 0,75 M
(“parada” das reagdes enzimaticas), sendo que as amostras de tecidos hepatico e
gastrico, foram anteriormente conservadas em nitrogénio liquido a temperatura
de -190C (WOLLENBERGER, 1960; em: VASCONCELOS, 1987) e
posteriormente em 5 ml de acido perclorico 0,75 M. Apds este procedimento as
amostras foram maceradas (com o auxilio de gral e pistilo de porcelana) €
acondicionadas também em acido perclérico 0,75 M a 190° C. As amostras foram
utilizadas em ensaios enzimaticos para determinagdo de piruvato, lactato, 3-
hidroxibutirato, acetoacetato e D-glicose. Os tubos de ensaio utilizados para
acondicionar as amostras foram devidamente identificados e pesados antes (PO),

apos a de adigdo de 4cido perclorico (P1), e apos a adigdo das amostras (P2).
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A imersdo em acido perclorico para precipitagdo das proteinas ¢ posterior
foi seguida de centrifugagdo refrigerada a 2000 RPM durante 20 minutos. O
precipitado foi desprezado e o sobrenadante (extrato acido), colocado em tubos
de ensaio previamente pesados. Os tubos foram novamente pesados, obtendo-se
desta forma o volume acido. O volume acido foi titulado com hidréxido de
potassio 20% até a neutralidade (pH entre 7,0 e 8,0). Novamente procedeu-se a
pesagem dos tubos e centrifugagio a 2000 RPM durante 10 minutos, € o extrato

neutro, foi utilizado para a anélise dos metabolitos, nas cubetas, através de leitura

espectrofotométrica (340 nm).
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Figura 10: Fotografias do sistema de termoterapia com infuséo peritoneal continua com

drenagem abdominal.
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Figura 11: Representacio esquematica do sistema de termoterapia com infusdo
peritoneal continua e drenagem abdominal.
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5) Determinaciio dos metabolitos

5.1) Piruvato e acetacetato

Piruvato e acetoacetato possuem condigfes de ensaio similares, ¢ podem
ser determinados seqiiencialmente na mesma amostra € na mesma cubeta, de

acordo com a combinagio de métodos descritos por HOHOROST (1959) e
WILLIANSON (1962):

Seqiiéncia da reagdo:
Piruvato + NADH + H' LDH Lactato + NAD"
- _———+ . . . <
Acetoacetato + NADH + H 3-OH-BDH 3-hidroxibutirato + NAD

—p

Solugdo tampao para o ensaio:

10,0 ml de fosfato de potassio monobasico 0,1 M + 10,0 ml de fosfato de
potassio dibasico 0,1 M (pH final = 6,9)

1,0 ml de NADH" 0,05 M

Agua destilada (q.s.p. 100 ml)

O equilibrio da primeira reagdo em pH 7,0 € suficientemente desviado
para a direita, garantindo uma medida quantitativa dos niveis de piruvato desde
que a concentragdo de NADH ndo seja inferior a 0,01 mM. Com o mesmo pH e
com o excesso de NADH compativel, pelo menos 98% do acetoacetato ¢
reduzido para 3-hidroxibutirato. No entanto, devido a baixa atividade da
preparagdo de 3-hidroxibutirato desidrogenase, a segunda reagdo ocorre com uma

velocidade menor que a primeira.

Uma solugdo fresca foi preparada para cada ensaio. O volume total a ser
colocado em cada cubeta foi de 2,0 ml, consistindo de 1,0 ml da amostra
contendo acido perclérico neutralizado e 1,0 ml da solugio tampdo. A cubeta

controle continha 1 ml de agua destilada ¢ 1,0 ml da solugdo tampédo do ensaio.
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As leituras (a 340 nm) das amostras foram efetuadas aos 10 e 15 minutos
anteriormente e apos a adigio de 0,01 ml (550 U/ mg de proteina a 25° C) de
lactato desidrogenase. Em seguida, adicionou-se 0,01 ml (3 U/mg de proteina a
25° C) de 3-hidroxibutirato desidrogenase em cada cubeta; as quais foram lidas

novamente apos 35 e 45 minutos.

5.2) L-Lactato

As concentragdes de lactato foram determinadas nos tecidos hepatico e

gastrico € no sangue de acordo com o método descrito por HOHOROST (1963).

Seqii€ncia da reagio:
+ v ‘ ' +NADH + H*
Lactato + NAD LDH Piruvato + NADH + H
O equilibrio desta reagdo é deslocado para o lado do lactato e NAD"' . No
entanto, para garantir a conversio do lactato, os produtos da reagdo devem ser
removidos. Os prétons sio aprisionados por uma reagdo alcalina; o piruvato
Teage com uma solugdo de hidrato de hidrazina na solugéio tampéo para formar
piruvato hidrazona ¢ além disso, um excesso de NAD+ e enzima foram utilizados
para se obter rapidamente o ponto final da reagdo. A lactato desidrogenase reage

somente com L-(+)-lactato e isto confere especificidade para o ensaio.

Solugdo tampéo para o ensaio:
40,0 ml de Tris 0,2 moles/L
5,0 ml de hidrato de hidrazina 100%
25,0 mg de EDTA
Agua destilada (g-s.p. 100 ml)

O pH da solugdo foi ajustado para 9,5 com acido hidrocldrico 5 M (este
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procedimento garantiu a estocagem por até duas semanas, mantendo-a a 4° C).
No ensaio, 1,0 ml de NAD" 0,1 M foi adicionado a cada 10 ml de solugio
tampdo. O volume total em cada cubeta foi de 2,0 ml; 0,2 ml da amostra
neutralizada; 0,8 ml de agua destilada e 1,0 ml de solugdo tampdo contendo
NAD" 1%. A leitura das cubetas foi efetuada a 340 nm, 35 e 45 minutos ap6s a
adigio de 0,02 ml (550 U/ mg de proteina a 25° C) de lactato desidrogenase.

5.3) D-(-)-Hidroxibutirato

As concentragdes sangiiineas, hepaticas e gastricas de 3-hidroxibutirato

foram determinadas de acordo com o método proposto por WILLIANSON
(1962):

Seqii€ncia da reagdo:

3-OH-butirato + NAD" 3-OH-BDH Acetoacetato + NADH + H'
e

O equilibrio da reagio com pH 8,0 fo1 alcangado quando
aproximadamente 40% do 3-hidroxibutirato foi oxidado a acetoacetato. No
entanto, a presenga de hidrazina aprisiona o acetoacetato formado como uma

hidrazona e a reagdo seguiu quantitativamente da esquerda para a direita.

Solugdo tampdo para o ensaio:
70,0 ml da solugdo tampdo Tris 0,1 moles/L; pH 8,5
0,25 ml de hidrato de hidrazina 100%
25,0 mg de EDTA
Agua destilada (q.s.p. 100 ml)

O pH da solugdo tampdo do ensaio foi ajustado para 8,5 com éacido
hidroclérico 5M e a solugdo pdde ser armazenada por até duas semanas a 4° C.

No inicio do ensaio, 1 ml de NAD" 0,1 M foi adicionado a 10 ml de solugio
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tampéo. O volume total em cada cubeta foi de 2 ,0ml, consistindo de 0,5 ml da
amostra neutralizada, 0,5 ml de agua destilada ¢ 1,0 ml de solugdo tampdo com
NAD" 0,1 M. As cubetas foram lidas a 340 nm aos 50 e 60 minutos apos a adicdo
de 0,01 ml (3 U/mg de proteina a 25° C) da enzima 3-hidroxibutirato

desidrogenase.

5.4) D-Glicose

Os niveis de glicose no sangue, figado e estdmago foi determinada de

acordo com o método descrito por SLEIN (1963).

Seqiiéncia da reagdo:

a)Reagdo auxiliar

Glicose + ATP Mg Glicose-6-fosfato + ADP
b) Reagéio indicadora

Glicose-6-fosfato + NADP G¢PD + Mg"™ —  6-fosfogluconato + NADPH +H'

O equilibrio para a reagdo indicadora, com pH 7,5 é desviada para a
direita, 0 que garante o término completo de ambas as reagdes, desde que a
glicose-6-fosfato formada na reagdio seja rapidamente utilizada na reagio
seguinte. Ainda que a hexoquinase catalise a fosforilagio de varios outros
monossacaridios, a especificidade do ensaio provém da glicose-6-fosfato
desidrogenase (G¢PD), a qual ndo reage com outras hexoses ou pentoses que nio

seja a glicose-6-fosfato.

Solugdo tampdo para o ensaio:
20,0 ml de tampao Tris 0,1 M (pH=8)
2,0 ml de cloreto de magnésio 0,1 M
2,0 ml de ATP 0,01 M
2,0 ml de NAD' 0,1 M
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0,13 ml de GcPD (1 mg/ml)
0,01 ml de hexoqinase (atividade: 130-250 U/mg proteina)

Uma solugdo fresca foi preparada para cada ensaio. O volume total em
cada cubeta foi de 2,0 ml, consistindo de 0,1 ml da amostra neutralizada; 0,9 ml
de agua desﬁiada ¢ 1 ml de solugéo tampéo do ensaio. A cubeta controle possuia
1,0 ml de 4gua destilada e 1,0 ml de solugio tampdo. Todas as amostras foram

lidas a 340 nm anteriormente ¢ aos 10 e 15 minutos posteriores a adigio de 0,01

ml de hexoquinase.

5.5) Calculo dos metabélitos no sangue e nos tecidos

Todos os calculos dos metabdlitos foram baseados nas alteragdes de
densidade optica a 340 nm nas amostras contidas das cubetas, observadas apés

adigio da enzima e¢ subtraidas das mudangas inespecificas que ocorreram nas

amostras controle. Portanto:

Absorbancia (ABS) = (alteracio da absorbincia da amostra teste) —

(alteragiio da absorbincia da amostra controle)

Desde que o coeficiente molar de extingdo de NADH seja de 6,22
cm*/pmol, a quantidade do substrato & igual a (ABS/6,22) x volume total da
reagdo. Este resultado foi entdo multiplicado por um fator de dilui¢do para cada

amostra, resultando na concentragdo do substrato.

Nas amostras

(Peso do tecido + acido perclorico/peso tecido) x (peso do extrato neutro/ peso do
extrato acido) x (volume total da reagdo/volume do extrato neutro) x (ABS/6,22)
= umol do metabolito/mililitro ou grama da amostra.
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6) DETERMINACAO DO ESTADO REDOX

As concentragdes dos substratos oxidados e reduzidos dos sistemas lactato
e 3-hidroxibutirato desidrogenases foram mensuradas no figado dos animais. Os
substratos destas desidrogenases encontram-se provavelmente em equilibrio com
NAD" e NADH, e a razdio dos dinucleotidios livres foi calculada pela medida das

concentragdes dos substratos ¢ da constante de equilibrio (HOLDE, 1956; em:
VASCONCELOS, 1987).

7.1) Redox citoplasmitico

O sistema lactato desidrogenase (LDH) através da raziio [NAD')/[NADH]
reflete 0 comportamento metabélico citoplasmatico do hepatécito, uma vez que a

enzima LDH encontra-se localizada apenas no citoplasma, catalisando a reagdo:
Lactato + NAD" ¢ Piruvato + NADH + H'

Desde que esta desidrogenase seja altamente ativa no figado, aceita-se que
esta reagdo tende para o equilibrio. Portanto, a seguinte equagéio deve ser correta:
Kipu = [piruvato] x [NADH] / [lactato x NAD], onde K;p; é a constante de

equilibrio. Deduz-se portanto a seguinte formula para o calculo do estado redox

citoplasmatico:
[NAD'J/[NADH] = [piruvato]/[lactato] + 1/K
Considerando que as concentragdes de piruvato e lactato tenham sido

mensuradas no figado e o valor de K py determinado in vitro tenha sido de 1,11

x 10™ (WILLIANSON et al., 1966), a razio [NAD"J/[NADH] no compartimento

citoplasmatico pode ser calculada utilizando-se a férmula supracitada.
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7.2) Redox mitocondrial

O sistema [-hidroxibutirato desidrogenase através da razio [NAD
"JINADH] reflete o comportamento metabdlico mitocondrial do hepatocito

2

uma vez que a enzima 3- B-BDH encontra-se localizada na crista mitocondrial

catalisando a reagdo:

3-hidroxibutirato + NAD¢——p Acetoacetato + NADH + H'

Uma vez que esta enzima € metabolicamente ativa no hepatocito, admite-

se que esta reagdo esteja em equilibrio. Portanto, a seguinte reagdo deve ser

correta:
Kupp = [acetoacetato] x [NADH]/[3-hidroxibutirato x NAD']

. Deduz-se portanto a seguinte férmula para o calculo do estado redox

mitocondrial:
[NAD'}/[NADH] = [acetoacetato}/[3-hidroxibutirato] x 1/ Kygp

Uma vez que as concentragdes de acetoacetato e de 3-hidroxibutirato
foram mensuradas no figado e o valor de Kypp determinado in vitro de 4,93 x 10
 (WILLIANSON et al., 1966), pode-se entfio calcular a razio [NAD'J/[NADH]

no comportamento mitocondrial do hepatécito através da formula supracitada.

8) ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média +EPM acompanhado do
numero de observagdes (n). A significincia estatistica foi calculada de acordo
com a analise de varidncia (ANOVA) para detennina§50 das diferengas entre os
grupos, e com o teste de Fisher; obedecendo os niveis de significincia de p<0,05.
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4) RESULTADOS

1) Efeitos do procedimento cirirgico, da anestesia e do tratamento térmico

na sobrevida dos ratos

Neste estudo, obteve-se apenas 10% de obito de todos os animais
utilizados sendo 5% devido a ocorréncia de abcesso de parede abdominal ou
sepse, 2% em razdo de inadequacdo da dose de anestésico administrada, e cerca
de 2% de 6bito devido ao aumento da temperatura corpérea acima de 42° C
(dados nfio mostrados). Com relagio aos outros animais ndo incluidos no
estudo, estdo os que desenvolveram termotolerdncia (1%) como descrito em
literatura. A variagdo de temperatura no tratamento térmico dos grupos
controles e experimental foi de cerca de 1° C. Os valores das concentragdes dos
metabolitos avaliados nos grupos controles (animais sham operados) foram

semelhantes aqueles encontrados em ratos ndo tratados (BRODY, 1994).

2) Efeitos da hipertermia sobre a concentracdo (1M) sanguinea de lactato,
piruvato e glicose em ratos (n=6) controle ¢ em portadores de implante
gastrico de W256, avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e sessenta

(T60) minutos pés termoterapia.

As determinagbes bioquimicas das amostras de sangue, permitiram
observar que a hipertermia induziu significativas alteragdes metabdlicas. Estas
alteragdes foram constatadas através do aumento das concentragles de lactato
(figura 12) nos grupos experimentais Sham-HT e Tumor-HT nos tempos TO,
T30 e T60, sendo menor neste Gltimo tempo T60. Observou-se também
elevacio das concentragdes de lactato nos amimais do grupo tumor

(normotermia).



Com relagdo ao piruvato sanguineo (figura 13) o mesmo apresentou os
mais baixos niveis no grupo Tumor nos tempos TO e T30 minutos comparados
aos grupos Sham e Sham-HT, respectivamente. Constatou-se, no entanto, um
aumento da concentragdo deste metabdlito no grupo Tumor-HT aos 30 e 60

minutos pés hipertermia, em comparagdo ao restante dos grupos.

Os niveis sangiiineos de glicose (figura 14) pos hipeftennia, mostraram-
se elevados nos grupos Tumor, Sham-HT e Tumor-HT no tempo zero; nos
animais dos grupos Sham-HT e Tumor-HT aos trinta e sessenta minutos pos
hipertermia. Constatou-se uma menor elevagio da concentragio de glicose
sanguinea nos grupos Tumor e Tumor-HT aos sessenta minutos pos
hipertermia. O pico do aumento dos niveis de glicose sanguinea foi

curiosamente observado em todos os grupos.

O valores absolutos das concentragdes sanguineas de lactato, piruvato e
glicose dos animais dos grupos Sham e Tumor podem ser visualizados na

tabela 1 e dos ratos submetidos a hipertermia, na tabela 2.
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Figura 12: Concentragio de lactato no sangue de ratos (n=6) controle ¢ de
ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos 4 normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis sanguineos
de lactato foram avaliados aos zero (TO0), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos
apos NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como médiatEPM
das concentragdes de lactato em puM. * (p<0,05) representa significincia
estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagéo ao grupo Tumor
e ¢ (p<0,05) em comparagdo com o grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de
Fisher).

53



- Sham
- tumor
0,30 - |______| Sham.HT
- Tumor . HT
0,25 F
0,20 b
o~
2 0,15 F
=
N
S 0,10
& I
>
— |
= 0,05
m r
0,00 L

TO T30 T60

Figura 13: Concentragdo de piruvato no sangue de ratos (n=6) controle ¢ de
ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos 4 normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis sanguineos
de piruvato foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e ‘sessenta (T60)
minutos apoés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como
médiatEPM das concentragdes de piruvato em uM. * (p<0,05) representa
significincia estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagdo ao
grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagdo com o grupo Sham-HT (ANOVA,
Teste de Fisher).
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Figura 14: Concentragéio de glicose no sangue de ratos (n=6) controle e de
ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos 4 normotermia (NT) ou 2 hipertermia (HT). Os niveis sanguineos
de glicose foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos
apos NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como médiatEPM
das concentragdes de glicose em pM. * (p<0,05) representa significancia
estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagéo ao grupo Tumor
e ¢ (p<0,05) em comparagio com O Zrupo Sham-HT (ANOVA, Teste de

Fisher).
55



Tabela 1- Alteracio nas concentracdes (uM) sanguineas de lactato,

piruvato e glicose em ratos (n=6) controle ¢ em ratos portadores de

implante gastrico de W256, avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T3)0 e

sessenta (T60) minutos pés normotermia (37° -38° C).

Grupos uM TO T30 T60
Lactato 1,14940,004 0,88410,021 1,47140,043*

SHAM Piruvato 0,131+0,007 0,124+0,007 0,14110,006
Glicose 5,15240,223 4,998+0,237 6,440+0,228*
Lactato 4,162140,162 3,41610,159 1,778+0,098*

TUMOR Piruvato 0,067+0,004 0,083+0,004 0,142+0,010*
Glicose 6,039+0,031 4,195+0,315* 5,072+0,353*

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) com o grupo

Sham (controle) com o tempo correspondente.

Tabela 2- Alteracio nas concentracdes (uM) sanguineas de lactato,

piruvato e glicose em ratos (u=6) controle ¢ em ratos portadores de

implante gdstrico de W256, avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e

sessenta (T60) pés hipertermia (41° —42° C).

Grupos uM TO T30 T60
Lactato 3,811+0,227 4,138+0,074 1,96940,043*
SHAM-HT Piruvato 0,19940,012 0,216+0,007* 0,13440,004*
Glicose 10,98410,387 12,476+0,350* 11,12310,554
Lactato 3,93710,248 4,79910,133# 2,22240,123*
TUMOR-HT Piruvato 0,175+0,005 0,15740,008*# | 0,169140,005#
Glicose 12,903+0,468# | 8,957+0,410%# | 8,83910,133*#

* (p<0,05) comparado com tempo Zero (T0); e # (p<0,05) em relagdo ao grupo

Sham-HT (controle) com o tempo correspondente.

56



3) Efeitos da hipertermia sobre a concentragio sanguinea (rM) de
acetoacetato e de P-hidroxibutirato, e sobre a produgio total de corpos

cetonicos (KB) em ratos controle e em portadores de W256, avaliados nos

tempos 0, 30 e 60 minutos apds termoterapia.

Com relagdio as dosagens de corpos cetonicos, os niveis sanguineos de
acetoacetato (figura 15) no TO mantiveram-se aumentados nos animais dos
grupos Sham-HT e Tumor-HT. J4 aos 30 ¢ 60 minutos, além dos grupos
submetidos & hipertermia, também foram observadas concentragdes elevadas
deste metabolito nos grupos Tumor. Esta elevagdo apresentou-se de forma mais

marcante, aos sessenta minutos pds hipertermia nos ratos do grupo Tumor-HT.

As concentragbes de P-hidroxibutirato (figura 16) mensuradas
imediatamente (T0) e aos sessenta (T60) minutos ap0s normotermia € a
hipertermia, apresentaram-se elevadas nos grupos Tumor, Sham-HT e Tumor-
HT. O pico de aumento destes niveis foi mais evidente no tempo zero apés a
termoterapia, declinando posteriormente nos tempos T30 e T60. No entanto as
concentragdes de P-hidroxibutirato no T30, mostraram-se aumentadas com
relagdo aos seus controles apenas nos animais submetidos ao tratamento
hipertérmico. Os valores absolutos dos niveis de acetoacetato ¢ de PB-
hidroxibutirato, assim como a concentragdo total de corpos ceténicos no sangue

de ratos sham operados (grupo controle) e portadores de implante géstrico de
carcinossarcoma 256 de Walker podem ser visualizados nas tabelas 3

(normotermia) e tabela 4 (hipertermia).
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Figura 15: Concentragdo de acetoacetato no sangue de ratos (n=6) controle e

em ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos a normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis sanguineos
de acetoacetato foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60)
minutos apés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como
médiatEPM das concentracSes de acetoacetato em pM. * (p<0,05) representa
significAncia estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagdo ao
grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagdo com 0 grupo Sham-HT (ANOVA,
Teste de Fisher).
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Figura 16: Concentragdo de B-hidroxibutirato no sangue de ratos (n=6)
controle e em ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de
Walker submetidos i normotermia (NT) ou & hipertermia (HT). Os niveis
sanguineos de B-hidroxibutirato foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e
sessenta (T60) minutos apés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram
expressos como médiatEPM das concentragdes de B-hidroxibutirato em pM. *
(p<0,05) representa significancia estatistica com relagdo ao grupo Sham; #
(p<0,05) com relagdo ao grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagdo com 0
grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de Fisher).

59



Tabela 3- Alteracdes nas concentracdes sanguineas (uM) de acetoacetato e

hidroxibutirato e na producio total de corpos cetonicos (KB) avaliadas nos

tempos 0, 30 e 60 minutos pés nmormotermia em ratos controle e em

portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos uM TO T30 T60
SHAM Acetoacetato 0,08510,004 0,065+0,007* | 0,0760+0,007
Hidroxibutirato | 0,061+0,002 0,077+0,005* 0,0611+0,003
TUMOR Acetoacetato 0,089+0,002 0,1021+0,006 0,2194+0,011
Hidroxibutirato | 0,100+0,007 0,076+0,004* | 0,103+0,006
Total (KB) SHAM 0,14610,006 0,141+0,012 0,137+0,009
TUMOR 0,18810,009 0,177+0,010# 0,322+0,017%#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) comparado

com o grupo Sham (controle) no tempo correspondente.

Tabela 4- Alteragdes nas concentracdes sanguineas (M) de acetoacetato e

hidroxibutirato e na produgio total de corpos cetonicos (KB) avaliadas nos

tempos 0, 30 ¢ 60 minutos pés hipertermia em ratos controle e em

portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos uM TO T30 T60
SHAM-HT | Acetoacetato 0,16840,011 0,219+0,010* 0,116:0,006*
Hidroxibutirato | 0,297+0,007 0,09940,004* 0,07740,006*
TUMOR-HT | Acetoacetato 0,17240,010 0,197+0,023 0,27610,021*
Hidroxibutirato | 0,310+0,016 | 0,189+0,004* | 0,129+0,010
Total (KB) SHAM-HT 0,4641+0,018 0,38610,014 0,194+0,012
TUMOR-HT 0,48210,034 0,17810,010*# | 0,40410,030*#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) comparado

com o grupo Sham-HT (controle) nos tempos correspondentes.
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4) Efeitos da hipertermia sobre a concentracio (M) de lactato, piruvato e
glicose no tecido gastrico de ratos (n=6) controle e em ratos portadores de
implante gdstrico de W256 avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e

sessenta T60 po6s termoterapia.

O aumento na concentragdo de lactato observada com o tratamento
normotérmico comparando-se com os animais do grupos ‘Sham e Tumor ndo
foram alterados no tempo de 30 minutos (figura 17).Uma maior elevagdo das
concentragdes de lactato foram observadas imediatamente (T0), apos a
hipertermia nos grupos Sham-HT e Tumor-HT. A hipertermia induziu aumento
dos niveis de lactato no grupo Sham-HT, aos trinta ¢ sessenta minutos pos
hipertermia, embora de menor amplitude que no tempo zero. J4 com relagéo
aos grupos Tumor e Tumor-HT, observou-se concentragbes menores do

metabolito nos tempos T30 e T60.

Os niveis de piruvato no tecido géstrico (figura 18) dos grupos Sham e
Tumor, praticamente ndo foram alterados com a normotermia nos diferentes
tempos avaliados (T0, T30 ¢ T60), no entanto foram constatadas concentragdes
2 vezes maiores para os animais portadores de W256. A hipertermia afetou os
animais do grupo Tumor-HT nos trés tempos; por outro lado elevou de maneira

significante os niveis de lactato principalmente no tempo de trinta minutos.

Nio foram observadas alteragdes nas concentragdes de glicose no
tecido gastrico (figura 19) imediatamente apds a hipertermia, exceto no grupo
Tumor-HT, no qual foi observado um aumento, no tempo T0, com posterior
declinio ap6s 30 e 60 minutos. As concentragdes de glicose nos trés tempos foi
similar, com uma ligeira porém signicativa alteragio aos sessenta minutos nos
ratos portadores de W256 (Tumor) submetidos ao tratamento normotérmico.
As concentragdes de glicose no animais dos grupos Sham-HT e Tumor-HT, por
outro‘ lado, mostraram-se significativamente elevadas nos tempos T30 e T60

apOs hipertermia.
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Os valores absolutos das concentragdes de lactato, piruvato e de glicose
no tecido gésuico de ratos sham operados ¢ naqueles portadores de
carcinossarcoma 256 de Walker, submetidos & normoterapia (Sham e Tumor) e
hipertermia (Sham-HT ¢ Tumor-HT) podem ser visualizados, respectivamente

na tabela 5 e na tabela 6.
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Figura 17: Concentragéo de lactato no tecido gastrico de ratos (n=6) controle e
de ratos portadores de implante em estdmago de carcinossarcoma 256 de
Walker, submetidos & normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis de
lactato no tecido gastrico foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e sessenta
(T60) minutos apoés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos
como médiatEPM das concentragdes de lactato em pM. * (p<0,05) representa
significdncia estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagéo ao
grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagdo com o grupo Sham-HT (ANOVA,
Teste de Fisher).
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Figura 18: Concentragio de piruvato no tecido gastrico de ratos (n=6) controle
e de ratos portadores de implante em estomago de carcinossarcoma 256 de
Walker, submetidos 4 normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis de
piruvato no tecido gastrico foram avaliados aos zero (TO0), trinta (T30) e
sessenta (T60) minutos apos NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram
expressos como médiatEPM das concentragdes de piruvato em uM. * (p<0,05)
representa significancia estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com
relagdo ao grupo Tumor € ¢ (p<0,05) em comparagio com o grupo Sham-HT

(ANOVA, Teste de Fisher).
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Figura 19: Concentragdo de glicose no tecido gastrico de ratos (n=6) controle e
de ratos portadores de implante em estomago de carcinossarcoma 256 de
Walker, submetidos a normotermia (NT) ou & hipertermia (HT). Os niveis de
glicose no tecido gastrico foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e sessenta
(T60) minutos apés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos
como médiatEPM das concentragdes de glicose em pM. * (p<0,05) representa
significancia estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagéo ao
grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagio com o grupo Sham-HT (ANOVA,
Teste de Fisher).
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Tabela 5-- Altera¢iio nas concentracdes de lactato, piruvato e glicose (uM)
no tecido gistrico de ratos (n=6) controle e de ratos com implante de W256

em estdmago, avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60)

minutos pés normotermia (37° -38° C).

Grupos uM TO T30 T60
Lactato 0,683+0,027 0,78410,015 1,615+0,027*
SHAM Piruvato 0,130+0,010 0,099+0,031 0,104+0,007
Glicose 3,965+0,151 5,004240,5278 | 4,73510,275*
Lactato 4,8401+0,183# 5,53310,235# 2,309+0,157*#
TUMOR Piruvato 0,245+0,007 0,171+0,020 0,104+0,010*
Glicose 4,247+0,137 4,488+0,301* 5,726+0,278*

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) comparado

com o grupo Sham (controle) no tempo correspondente.

Tabela 6- Alteracio no tecido gistrico das concentracdes (UM de lactato,
piruvato e glicose em ratos (n=6) controle ¢ com implante de W256 em

estdmago, avaliados nos tempos TO, T30 e T60 pés hipertermia (41° —42°
O).

Grupos uM TO T30 T60
Lactato 3,464+0,098 3,77710,222 4,844+0,680*
SHAM-HT Piruvato 0,20510,009 0,19510,022 0,13940,009*
Glicose 4,143+0,254 3,11340,274* | 3,580+0,150*
Lactato 7,50510,162 5,73610,268# 3,90040,326*
TUMOR-HT Piruvato 0,36410,014 0,442+0,013%# | 0,28210,009%#
Glicose 5,149+0,176# 3,36610,226* | 4,43510,332*#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) comparado

com o grupo Sham-HT (controle) no tempo correspondente.
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5) Efeitos da hipertermia sobre a concentragiio (LM) de acetoacetato e de
B—hidroxibutirato, e sobre a produciio total de corpos cetdnicos (KB) no
tecido gastrico de ratos controle e de ratos com W256 implantado em

estbmago avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60)

minutos ap6s termoterapia.

Ao analisar os niveis de acetoacetato (figura 20) nas amostras de tecido
gastrico, observou-se que a normoterapia, no TO ndo induziu modifica¢des nos
grupos Sham e Tumor. Entretanto, no mesmo tempo (T0) foi detectado uma
sigificativa elevagio das concentragdes deste corpo cetonico nos grupos Sham-
HT e Tumor-HT ocasionada pela hipertermia. O pico do aumento dos niveis de
acetoacetato em todos os grupos experimentais ocorreu aos trinta minutos pés
tratamentos normotérmico ¢ hipertérmico, sendo mais evidente no grupo Sham-
HT. Foi observado, aos 60 minutos, uma tendéncia ao retorno dos niveis de
acetoacetato aos valores obtidos no tempo zero apds a termoterapia (NT ou
HT); néo éendo evidenciadas diferencas estatisticas entre as concentragdes

deste metabdlito nos quatro grupos de estudo.

Com relagéo as alteragSes dos niveis de B-hidroxibutirato (figura 21),
foi constatado no tempo zero um aumento significativo no grupo Tumor e em
ratos sham operados (Sham-HT) e portadores de implante gistrico de W256
(Tumor-HT) submetidos & hipertermia. Uma maior produgdo de corpos
cetdnicos nestes animais foi observada imediatamente ap6s ao tratamento
hipertérmico, em comparagdo com os outros tempos avaliados. A normotermia
e hipertermia, apds trinta minutos, nfio induziu alteragdes nas concentragdes de
B-hidroxibutirato nos quatro grupos experimentais e, curiosamente os menores
valores deste metabdlito apds tratamento térmico foram encontrados neste
periodo. Entretanto, a andlise das amostras de tecido géstrico, aos sessenta

minutos pds termoterapia, demonstrou que elevagdo nas concentragdes de B-
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hidroxibutirato voltaram em todos os grupos com relagdo ao tempo T30. Ainda
com relagdio .aos trinta minutos apos tratamento térmico, apenas o grupo
Tumor-HT apresentou aumento nos niveis de B-hidroxibutirato. Aos sessenta
minutos de termoterapia, todos os grupos mantiveram elevadas suas

concentragdes de B-hidroxibutirato com relagdo ao grupo Sham, embora com

valores semelhantes entre si.
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Figura 20: Concentragdo de acetoacetato no tecido gastrico de ratos (n=6)
controle e de ratos portadores de implante em estomago de carcinossarcoma
256 de Walker, submetidos 4 normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os
niveis de acetoacetato no tecido gastrico foram avaliados aos zero (TO0), trinta
(T30) e sessenta (T60) minutos apoés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores
foram expressos como médiatEPM das concentragdes de acetoacetato em uM.
* (p<0,05) representa significincia estatistica com relagdo ao grupo Sham; #
(p<0,05) com relagdo ao grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagdo com 0
grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de Fisher).
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Figura 21: Concentragio de B-hidroxibutirato no tecido gastrico de ratos (n=6)
controle e de ratos portadores de implante, em estomago, de carcinossarcoma
256 de Walker, submetidos a4 normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os
niveis de B-hidroxibutirato no tecido gastrico foram avaliados aos zero (T0),
trinta (T30) e sessenta (T60) minutos apés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores
foram expressos como médiatEPM das concentragdes de B-hidroxibutirato em
uM. * (p<0,05) representa significincia estatistica com relagdo ao grupo Sham;
# (p<0,05) com relagdo ao grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagdo com o
grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de Fisher).
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Os valores absolutos das concentragdes de acetoacetato e¢ de B-

hidroxibutirato, bem como sua produgdo total apés termoterapia podem ser

visualizadas na tabelas 7 e na tabela 8.

Tabela 7- Alteracdes no tecido gastrico das concentracdes (UM) de

acetoacetato e hidroxibutirato e da produgiio total de corpos ceténicos

(KB) avaliadas nos tempos T0, T30 ¢ T60 minutos pés normotermia em

ratos controle ¢ em portadores de carcinossarcoma 256 de Walker

implantado em estomago.

Grupos uM TO T30 T60
SHAM Acetoacetato 0,302+0,002 | 0,650+0,039* 0,318+0,030
Hidroxibutirato | 0,121+0,006 |0,116+0,014 0,253+0,008*
TUMOR | Acetoacetato 0,28110,016 |0,936+0,039* 0,41740,014*
Hidroxibutirate | 0,35140,020 |0,087+0,007* 0,365+0,013
Total (KB) SHAM 0,423+0,008 |0,766+0,053* 0,57110,039*
TUMOR 0,63340,035 | 1,023+0,060%# | 0,78240,027*#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) quando

comparado com o grupo Sham (controle) no tempo correspondente.

71



Tabela 8- Alteracdes no tecido gastrico das concentracdes (uM) de

acetoacetato ¢ hidroxibutirato e da produciio total de corpos cetémicos

(KB) avaliadas nos tempos 0, 30 e 60 minutos pdés hipertermia em ratos

controle ¢ em portadores de carcinossarcoma 256 de Walker implantado

em estémago.
Grupos uM TO T30 T60
SHAM-HT Acetoacetato 0,382+0,002 |1,084+0,140* 0,405+0,017
Hidroxibutirato | 0,570+0,023 |0,10510,012* 0,337+0,011*
TUMOR-HT | Acetoacetato 0,564+0,017# |0,81210,049%# 0,347140,008*
Hidroxibutirato | 0,33210,020# |0,087+0,007*# 0,12840,010%#
Total (KB) SHAM-HT 0,952+0,024 |1,189+0,152* 0,74240,027*
TUMOR-HT 0,896+0,023 |0,899+0,158# 0,47610,018%#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (TO0); e # (p<0,05) quando

comparado com o grupo Sham-HT (controle) no tempo correspondente.
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6) Efeitos da hipertermia sobre a concentracio (LM) de lactato, piruvato e
glicose no figado de ratos (n=6) controle e em ratos portadores de implante
gastrico de W256, avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e sessenta

(T60) apos termoterapia.

O tratamento normotérmico, nos trés tempos avaliados ndo alterou as
concentragées de lactato (figura 22) nos animais sham operados (grupo Sham),
observando-se, no entanto, eleva¢do dos niveis deste metabdlito no grupo
Tumor. A hipertermia induziu aumento significativo das concentragdes de
lactato em cerca de 4 vezes nos grupos Sham-HT e Tumor-HT, com relagdo
aos seus controles (Sham e Tumor), nos tempos TO ¢ T30, apresentando aos
sessenta minutos pos termoterapia um declinio das concentragdes deste
metabdlito no grupo Sham-HT e manuteng@o da elevagdo no grupo Tumor-HT,
respectivamente. Em todos os tempos avaliados, o grupo Tumor-HT apresentou
niveis de lactato hepatico maiores que os outros grupos, sendo que o pico deste

aumento constatado aos trinta minutos ap6s hipertermia.

As concentragdes hepéticas de piruvato (figura 23) ndo se apresentaram
alteradas no grupo Sham, quando avaliado nos trés tempos. A mesma
observagio pode ser feita para o grupo Sham-HT, nos tempos T30 e T60. Os
niveis mais altos de piruvato foram constatadas imediatamente (T0) apos
tratamento térmico no grupo Tumor-HT e nos animais sham operados (Sham-

HT)., sendo maiores neste ultimo nos tempos avaliados.

73



B shen
B Tumor
[ ] sham.HT
g A B Turor.HT
-
6
5
4k
s
i 3L
S’
=
<=
= 2
=
&
=
- 1|
oL

TO T30 T60

Figura 22: Concentragdes hepaticas de lactato em ratos (n=6) controle € em
ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos & normotermia (NT) ou & hipertermia (HT). Os niveis hepaticos de
lactato foram avaliados aos zero (TO0), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos
ap6s NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como médiatEPM
das concentracSes de lactato em pM. * (p<0,05) representa significincia
estatistica com relag@io ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagdo ao grupo Tumor
e ¢ (p<0,05) em comparagio com o grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de
Fisher).
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Figura 23: Concentragdes hepaticas de piruvato em ratos (n=6) controle ¢ em
ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos a normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis hepaticos de
piruvato foram avaliados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos
apos NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como médiatEPM
das concentragdes de piruvato em pM. * (p<0,05) representa significancia
estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagdo ao grupo Tumor

e ¢ (p<0,05) em comparagdo com O grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de
Fisher).
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No tocante as concentragdes hepaticas de glicose hepatica (figura 24)
ndo foram observadas alterages das mesmas no grupo Sham em nenhum dos
tempos analisados. Niveié maiores de glicose foram detectadas aos trinta
minutos poés hipertermia nos animais dos grupos Sham-HT e Tumor-HT. A
hipertermia per si (Sham-HT) induziu elevagio das concentragdes de glicose
hepatica nos animais sham operados nos trés tempos avaliados sendo,
coincidentemente mais evidente aos trinta minutos ap6s tratamento térmico.
Néo foram observadas variagdes nas concentragdes deste metabolito em fungio

da normotermia (animais sham operados) nos trés tempos de avaliagdo.

Os valores absolutos das concentragdes de lactato, piruvato ¢ D-glicose
em ratos submetidos a normotermia e a hipertermia podem ser visualizadas,

respectivamente, na tabelas 9 ¢ na tabela 10.

76



Sham
Tumor
Sham.HT
Tumor.HT

40 -

| % 3 o

32

24

Glicose (uM)

16 -

TO T30 T60

Figura 24: Concentragdes hepaticas de D-glicose em ratos (n=6) controle € em
ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos 3 normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis hepaticos de
D-glicose foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos
apos NT 37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como médiatEPM
das concentragdes de D-glicose em pM. * (p<0,05) representa significancia
estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagdo ao grupo Tumor
e ¢ (p<0,05) em comparagdo com O grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de

Fisher).
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Tabela 9-- Alteraciio nas concentracdes hepaticas (M) de lactato, piruvato

e glicose em ratos (n=6) controle ¢ em ratos com implante gastrico de

W256, avaliades mos tempos zere (TO0), trinta (T30) e sessenta (T60)

minutos ‘p()s normotermia (37°-38° C).

Grupos uM TO T30 T60
Lactato 0,784+0,015 1,61510,227 0,683+0,027*
SHAM Piruvato 0,1041+0,007 0,199+0,013 0,13040,010
Glicose 5,199+0,275 5,004+0,528 3,965+0,151*
Lactato 5,533+0,235 3,4161+0,159 1,777+0,098*
TUMOR Piruvato 0,207+0,010 0,171+0,004 0,244+0,007*
Glicose 5,726+0,277 4,488+0,301* | 4,24610,137*

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) quando

comparado com o grupo Sham (controle) no tempo correspondente.

Tabela 10- Alteragdo nas concentragSes hepaticas ’(uM) de lactato, piruvato e

glicose em ratos (n=6) sham operados e com implante gastrico de W256,

avaliados nos tempos T0, T30 e T60 pés hipertermia (41°—42° C).

Grupos uM TO T30 T60
Lactato 3,811+0,227 4,138+0,074 1,96940,043*
SHAM-HT Piruvato 0,19940,012 0,216+0,007* 0,134+0,004*
Glicose 10,984+0,386 12,476+0,350* | 11,12310,554
Lactato 3,937+0,247 4,799+0,133# 2,22230,122*
TUMOR-HT| Piruvato 0,175+0,005 | 0,15740,008*# 0,169+0,005#
Glicose 12,90310,468# 8,9610,410%# 8,83910,133*#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (TO0); e # (p<0,05) quando

comparado com o grupo Sham-HT (controle) no tempo correspondente.
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7) Efeitos da hipertermia sobre a concentraciio hepatica (uM) de
acetoacetato ¢ de P-hidroxibutirato, e sobre a produgiio total de corpos
cetonicos (KB) em ratos controle e em ratos com implante gastrico de

W256, avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60)

minutos apés termoterapia.

A hipertermia induziu redugfo significativa das concentragdes hepaticas
de acetoacetato (figura 25) nos tempos T30 e T60. Os animais controle (Sham)
e portadores de tumor (Tumor) apresentaram elevagio gradual dos niveis de
acetoacetato ao longo dos tempos avaliados, como esperado em situagdes de

jejum Este aumento foi mais evidente no grupo Tumor aos sessenta minutos

ap0Os normotermia. -

Os niveis de B-hidroxibutirato nos grupos Sham-HT e Tumor-HT
mantiveram-se elevados em comparagdo com seus respectivos controles (Sham
e Tumor) imediatamente apds hipertermia (T0). O maior pico das
concentragdes deste corpo cetdnico foi detectado nos animais sham operados

(Sham-HT) e portadores de implante gastrico de W256 (Tumor-HT)

submetidos a hipertermia.

Os valores absolutos das concentragdes hepaticas de acetoacetato e de B-
hidroxibutirato, bem como a produgdo total de corpos cetnicos no figado de
ratos sham operados e naqueles portadores de implante gastrico de
carcinossarcoma 256 de Walker, submetidos a termoterapia podem ser

visualizados na tabela 11 (normotermia) ¢ na tabela 12 (hipertermia).
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Figura 25: Concentragdes hepaticas de acetoacetato em ratos (n=6) controle e
em ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos a normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis hepaticos de
acetoacetato foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60)
minutos apés NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como
médiatEPM das concentragdes de acetoacetato em pM. * (p<0,05) representa
significancia estatistica com relagdo ao grupo Sham; # (p<0,05) com relagio ao
grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagio com o grupo Sham-HT (ANOVA,
Teste de Fisher).
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Figura 26: Concentragdes hepaticas de B-hidroxibutirato em ratos (n=6)
controle e em ratos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256 de
Walker submetidos 2 normotermia (NT) ou a hipertermia (HT). Os niveis
hepaticos de B-hidroxibutirato foram avaliados aos zero (T0), trinta (T30) e
sessenta (T60) minutos apé6s NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram
expressos como médiatEPM das concentragdes de B-hidroxibutirato em pM. *
(p<0,05) representa significincia estatistica com relagdo ao grupo Sham; #
(»<0,05) com relagdo ao grupo Tumor e ¢ (p<0,05) em comparagdo com o
grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de Fisher).
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Tabela 11- Alteracdes hepaticas das concentracdes (uM) de acetoacetato e

hidroxibutirato e da produgio total de corpos cetonicos (KB) avaliadas nos

tempos TO0, T30 e T60 minutos pés normotermia (37°- 38° C) em ratos

controle ¢ em ratos com implante gastrico de carcinossarcoma 256 de

Walker.
Grupos uM TO T30 T60
SHAM Acetoacetato 0,08510,004 0,06510,006* 0,076:0,006
Hidroxibutirato | 0,061+0,002 0,077+0,052* | 0,061+0,003
TUMOR Acetoacetato 0,08810,002 0,102+0,006 0,219+0,011
Hidroxibutirato | 0,010+0,007 0,076+0,004* | 0,103+0,006
Total (KB) SHAM 0,146+0,006 0,141+0,012 0,136+0,009
TUMOR 0,188+0,009 0,177+0,010 0,322+0,017*#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) comparado

com o grupo Sham (controle) no tempo correspondente.

Tabela 12- Alteracdes hepaticas das concentragdes (LM) de acetoacetato e

hidroxibutiratoe e da producio total de corpos cetéonicos (KB) avaliadas nos

tempos TO, T30 ¢ T60 minutos pés hipertermia em ratos controle e em

ratos com implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos uM TO T30 T60
SHAM-HT | Acetoacetato 0,24610,001 0,156+0,005* | 0,278+0,080*
Hidroxibutirato %0,171i0,020 0,092+0,001* 0,181+0,001*
TUMOR-HT | Acetoacetato 0,36510,012 0,251+0,011 0,34240,004*
Hidroxibutirato | 0,170+0,002 0,079+0,003* | 0,17140,001
Total (KB) SHAM-HT 0,417+0,021 0,24840,005 0,459+0,080
TUMOR-HT 0,53540,014 0,329+0,014* | 0,513+0,004%#

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (T0); e # (p<0,05) quando

comparado com o grupo Sham-HT (controle) no tempo correspondente.
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8) KEfeitos da hipertermia sobre os estados redox citoplasmstico e
mitocondrial em ratos controle e em ratos com implante gastrico de W256,

avaliados nos tempos zero (T0), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos apos

normotermia e hipertermia.

Ao avaliar o estado redox citoplasmatico ([piruvéto]/[lactato]), néo
foram observadas alteragdes na relagio [NAD')/ [NADH] no grupo Sham nos
tempos zero e sessenta minutos pés normotermia. A hipertermia per si
diminuiu a taxa de reagdes de oxiduredug@io no grupo Sham-HT. O mesmo
fendmeno foi observado nos animais portadores de implante géstrico de
carcinossarcoma 256 de Walker submetidos & normotermia e a hipertermia.
Curiosamente, os menores valores foram observados no tempo T30 pods
tratamento hipertérmico, nos grupos Sham-HT e Tumor-HT, e aos sessenta

minutos p6s hipertermia no grupo Tumor.

No tocante a avaliagio do estado redox mitocondrial,
([acetoacetato]/[hidroxibutirato]) observou-se um aumento significativo na
razio [NAD'J/[NADH] nos grupos Sham-HT e Tumor-HT, comparados aos
seus controles (Sham e Tumor), em todos os tempos avaliados. Entretanto, foi
constatado, aos trinta minutos pos tratamento térmico (NT e HT), um declinio
mais acentuado nos valores desta razfio em todos os grupos experimentais,

exceto nos animais do grupo Sham.

Os valores absolutos das razdes [NAD'J/[NADH] do estado redox dos
grupos estudados podem ser visualizados na tabela 13 ¢ na tabela 14.
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Tabela 13- Alteracdes no estado redox citoplasmitico [NAD'|/[NADH] de

ratos controle ¢ de ratos portadores de implante gdstrico de

carcinossarcoma 256 de Walker, avaliados nos tempos zero (T0), trinta
(T30) e sessenta (T60) minutos apés normotermia — NT (37°- 38° C) e
hipertermia— HT (41°—42°C).

Grupo / tempo SHAM TUMOR SHAM-HT TUMOR-HT
T0 652,25+44,25 | 739,08+0,30,34* | 531,10+20,09%# | 729,08+30,34#
T30 777,08+38,70 554,43+19,84% | 245,43+11,16%# | 191,92427 22*#
T60 633,94+13,39 239,64+27,80* | 399,70+13,63*# | 359,00+14,26%#

Os resultados foram expressos com médiatEPM, com um niamero de 6

experimentos. * p<0,05 comparado com o grupo Sham, e # p<0,05 em relagdo
ao grupo tumor.

Tabela 14- Alteracdes no estado redox mitocondrial [NAD']/[NADH] de

ratos controle e de ratos portadores de implante gdstrico de

carcinossarcoma 256 de Walker, avaliados nes tempos zero (T0), trinta
(T30) e sessenta (T60) minutos pés normotermia — NT (37°- 38° C) e
hipertermia— HT (41°- 42° C).

Grupo/tempo| SHAM TUMOR SHAM-HT | TUMOR-HT
TO 382340496 | 6,697+0,282% | 69,0341,007%# | 30,740+2277*%
T30 0.49610.086 | 6,98010.293* | 14.096+1339% | 7.76440,185%%
T60 6,86140,270 | 4,794+0.435* |16,856:12,057*# | 12,41442,068*#

Os resultados foram expressos com médiatEPM, com um nimero de 6

experimentos. * p<0,05 comparado com o grupo Sham, e # p<0,05 em relagio
ao grupo tumor.
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V- DISCUSSAO

O papel bioquimico do fluxo sanguineo no tratamento hipertérmico de
tumores consiste na sua influéncia sobre o pH, a pressdo tecidual de O; ¢ sobre
a condigio nutricional do portador de tumor. Estes fatores alteram a
termosensibilidade dos tecidos, de forma que em preséng:a de um meio
organico 4cido, a citoxicidade induzida pela hipertermia ¢ potenciada (LILLY

et al., 1984; WIKE-HOOLE et al., 1984; RHEE et al., 1985 ¢ VAUPEL et al.,
1988).

A sensibilidade térmica relativa as células endoteliais ¢ pouco
conhecida. Sabe-se, no entanto, que a termoterapia ocasiona danos também as
células tumorais ao longo da parede capilar. A lise das células endoteliais ¢
tumorais lesadas conduz, inevitavelmente, a4 estase e oclusdio vascular. A
redugdio ou cessagdo de fluxo sanguineo durante a hipertermia pode contribuir
para o aumento da temperatura ¢ para o declinio do pH celular, mais
marcantemente no tecido tumoral que no normal.. Pode-se, entdo esperar um

efeito citotoxico muito maior no tumor que na celular normal (KANG et al,
1980).

A morte celular (apoptose) induzida pela hipertermia correlaciona-se
positivamente com a resposta antitumoral (TOYOTA, N. et al, 1997).
Investigando mecanismos pelos quais o calor afeta as células tumorais, KIM ¢
colaboradores (1978) propuseram que em condigdes de hipoxia, a via
glicolitica (principalmente a anaerébica) ¢ o sitio primario do dano
hipertérmico que conduz & apoptose. A hipertermia em nosso trabalho induziu
aumento na concentragio de glicose no figado ¢ no sangue dos ratos sham
operados ¢ nos portadores de implante gastrico de W256. DI-PIPETTE e
colaboradores (1986) postularam que a redugdo do fluxo sanguineo devido a

hiperglicemia no carcinossarcoma 256 de Walker € primariamente devido a
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uma redugdo no débito cardiaco. Em 1986, SAUER e colaboradores, sugeriram
que a inibiqﬁo seletiva tumoral da glicdlise ¢ um efeito tumoricida podem ser
induzido com o uso de analogos apropriados de glicose. SHAH ¢ colaboradores
(1982) propuseram que a hiperglicemia aliada a um imunoestimulante nio

especifico poteciariam a apoptose tumoral, induzida pela hipertermia.

O tratamento hipertérmico em humanos modula as’ subpopulagdes de
células mononucleares sanguineas ¢ as natural killer, bem como as respostas
proliferati&as linfocitarias (DOWNING et al., 1987 ¢ ZANKER & LANGE,
1982). Além disso, a hipertermia encontra-se associada com o aumento na
produgdo de TNF interferon gama (IFN ) e interleucina 2 (KAPPEL et al,,
1995). O processo de crescimeno tumoral envolve uma variedade de interagdes
c¢lula-célula e célula-matriz extracelular mediada por moléculas de adesdo
celular. As moléculas ICAM-1 (do inglés intercelular adhesion molecule-1) ¢
VCAM-1 ( do inglés vascular cell adhesion molecule) sdo glicoproteinas up-
reguladas por IL-1, TNF-a e IFN y. Na hipertermia sio encontradas
- concentragdes de TNF e de 1L-2 aumentadas. ICAN-1 ¢ VCAM-1 encontram-
se elevadas em pacientes portadores de neoplasia gastrica (VELIKOVA, 1997).
Poder-se-ia entfio, especular que em nossos experimentos a hipertermia no rato
portador de implante gastrico de W256 induziria, através de citocinas, a

expressdo de moléculas de adesio.

Em situagdes hipercatabdlicas como sepse ¢ cancer, a glicemia encontra-
se freqilentemente aumentada. LOSSER ¢ colaboradores (1994) postularam que
a glicose modula respostas metabélicas, hemodinimicas e inflamatérias em
coelhos sépticos. Propuseram ainda que esta modulagdo encontrava-se
associada a liberagdo aumentada de TNF, em até 4 vezes. A ativagdo de
macrofagos e linfocitos pela implantagdo de células tumorais de W256
aumentam a conversdo da glicose a lactato (FERNANDES et al., 1996a). Estas
células do sistema imune potenciam suas atividades secretorias e proliferativas
mediante implante tumoral, liberando TNF e ocasionando caquexia, a qual
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enconfra-se associada a niveis plasmaticos aumentados de horménios
catabolicos e a redugfio da insulinemia em ratos portadores de W256. Em 1996,
NETO e colaboradores observaram que em ilhotas pancredticas isoladas de
ratos portadores de carcinossarcoma 256 de Walker existia um prejuizo na
secregdo de insulina. Os principais transportadoras de glicose nestes ratos siio

as GLUT-1 e GLUT-4 (FERNANDES et al., 1996b).

O aumento na formagdo de acido lactico apds tratamento térmico induz
declinio do pH tumoral resultando em lesdo vascular ¢ hipéxia. Um aumento
consideravel das concentragdes de lactato, pos hipertermia, nas amostras
gastricas, hepaticas e de sangue foram constatadas no presente trabalho, bem
como um aumento nos niveis de hidroxibutirato e de acetoacetato. Este fato
sugere a possibilidade de ocorréncia de acidez tumoral pés hipertermia nos
animais estudados. Os achados de LOSSER (1994), com relagiio a elevagio dos
niveis de lactato e de glicose em animais hipercatabdlicos, corroboram os

resultados de nosso estudo.

Tecidos neoplésicos, os quais possuem metabolismo aumentado,
encontram-se em rapida divisdo celular, necessitando portanto de um fluxo
sanguineo adequado para o fornecimento de substratos essenciais ao scu
crescimento. A deplegdo energética celular resultante de um fornecimento
nutricional deficiente pode sensibilizar células tumorais a hipertermia, uma vez
que tumores experimentais (como o tumor de Walker) exibem reduzidos niveis
de glicose e de glicose-6-fosfato apos tratamento térmico (STREFFER & VAN
BEUNIGEN, 1987). Entretanto, estas alteragdes metabolicas possuem grandes
variagbes entre linhagens celulares e, encontram-se relacionadas as
modificagdes de fluxo sanguineo e ao desenvolvimento de edema intersticial
durante o aquecimento. As altas taxas de glicose em tecidos tumorais apos
hipertermia em nosso estudo podem ser o resultado de diferentes estudos
patogenéticos: 1) Devido ao aumento, pelo menos temporario, do fluxo

sanguineo ¢ de uma glicemia 20% maior no sangue arterial (MAYER et al.,
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1992) e; 2) Devido a uma expansio do compartimento intersticial (edema), no

qual o nivel de glicose é maior que no meio intracelular.

Outro metabolito que merece atengdo especial na hipertermia ¢ o lactato.
O aciimulo de lactato observado nos animais submetidos a hipertermia podem
ser o resultado de uma intensa atividade glicolitica induzindo produgio
reduzida de ATP. Em comparagdo com a oxidagdo da glicose em condigGes
normotérmicas existe uma redugdo na produgdo de ATP em cerca de 18 vezes
(STREFFER, 1990).

A degradagio do piruvato a acetil-CoA e a conseqiiente via oxidativa
encontram-se prejudicadas na hipertermia (STREFFER, 1984). Este fendémeno
foi observado, em nosso trabalho, através da reducdo das concentragdes de
piruvato e de lactato sanguineas e hepéticas nos ratos sham operados e nos
portadores de tumor submetidos a hipertermia. Esta alteragdes metabolicas
podem ter induzido uma elevagdio na produgio das formas ionizadas de lactato,
3-hidroxibutirato e acetoacetato. Estes metabolitos, de baixo pH e ocorrentes
no jejum, contribuem como determinantes na acidificagdo do tecido tumoral

apos hipertermoterapia.

BURGER (1970) submetendo ratos albinos wistar machos a hipertermia
(42,5° C) e avaliando a atividade enzimatica sérica dos mesmos, constatou
aumento na Concenlracﬁo de 4cido lactico e na atividade da fosfatase alcalina.
Esta altima ¢ indicadora de lesdo no figado, como confirmado histologicamente
por OLIVEIRA (1997) através da observagio de picnose hepatica pos
hipertermia. Ainda no mesmo estudo BURGER (1970) observou um aumento
na atividade das transaminases glutdmico oxalacética e glutdmico pirtivica e na
atividade enzimatica da lactato desidrogenase. Estas observagdes corroboram
os achados de nosso trabalho, no qual constatou-se elevagdo na atividade da

LDH (estudo piloto) e nas concentragdes de hidroxibutirato e de lactato no
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animais sham operados e nos ratos com implante gastrico de carcinossarcoma

256 de Walker submetidos a hipertermia.

DICKSON e colaboradores (1979) constataram que a glicolise
anaerobica é relativamente resistente quando comparada com 0 processo
aerébico. E aceitavel portanto, que a glicolise aumenta nos tumores aquecidos
para compensar a via aerobica diminuida resultando na formagio de acido
lactico. No entanto, ndio apenas a taxa de formagdo mas também a drenagem de
metabolitos encontra-se prejudicada, resultando em acimulo de écido lactico,
propiciando morte tumoral. Com relagdo ao aumento dos niveis de
hidroxibutirato pés hipertermia, constatadas no presente trabalho, obtivemos o
mesmo fendmeno observado por STEFFER e colaboradores (1981) ao
comprovarem actimulo de 4cido hidroxibutirico em tumores da linhagem SKC,
submetidos ao tratamento hipertérmico. Sabe-se que na {-oxidagdo, para
conversio de acetil-CoA a corpos cetdnicos (LEHNINGER, 1995) o
hidroxibutirato é liberado para os tecidos periféricos (incluindo tumores) para
sua utilizagdio como fonte energética no ciclo do 4cido tricarboxilico. Portanto,
uma vez ciue o hidroxibutirato formado no figado ¢ a concentragdio de lactato
nos tecidos periféricos (LEE et al., 1986) tenham seus niveis aumentados em
tumores aquecidos, pode entdo ocorrer o acumulo de lactato nas amostras
estudadas. Outra explicagio plausivel para a elevagiio da concentragdo de
hidroxibutirato ¢ que em tumores aquecidos, a pO, reduzindo-sc apos lesdo
vascular induz acimulo de acido hidroxibutirico ndo sendo este metabolito
utilizado eficientemente (STREFFER et al., 1981). A sintese hepatica de
hidroxibutirato pode estar elevada ainda como conseqiiéncia do estresse
sistémico associado & hipertermia. SAUER e colaboradores (1986) postularam
que um aumento na disponibilidade de acidos graxos livres e/ou de corpos
cetOnicos atuariam como um estimulo para o crescimento tumoral durante o
jejum agudo em ratos portadores de W256. Foi encontrado em nossos

resultados um aumento temporal na concentragdo de corpos cetonicos nos ratos



sham operados e nos portadores de implante gastrico de carcinossarcoma 256

de Walker, similarmente ao metabolismo de jejum.

A sensibilidade térmica tem mostrado ser muito dependente do pH
tumoral e do status nutricional de tumores tratados termicamente, bem como da
microcirculagdo tumoral inadequadamente funcionante nos mesmos
(REINHOLD, 1988 ¢ VAUPEL, 1990). Em tumores de baixo fluxo, como o
carcinossarcoma 256 de Walker, o siatus bioenergético ¢ a dissipagdo de calor
sdo limitadas pelo tecido conectivo. Além disto, a estrutura intrinseca do tumor
de Walker ¢ composta de uma mistura de células endoteliais ¢ tumorais,
estando assim mais susceptiveis a lesio ¢ a perda de integridade funcional

ocastonada pela hipertermia.

O tratamento hipertérmico ocasiona ainda desestabilizagdo e lise de
membranas celulares, liberando acidos graxos livres, aminoacidos e espécies
oxigénio e nitrogénio reativas. Além disso, interfere na atividade enzimatica de

” enzimas mitocondriais ¢ provoca fragmentagdo de DNA (MIRKES, 1997) da
célula aquecida principalmente naquelas na fase G1 de divisdo celular,

culminando com apoptose (SAKAKURA et al., 1998).

O milieu tumoral e o comportamento metabolico dos substratos
oxidaveis e redutiveis ((NAD')/[NADH]) sdo importantes em nosso estudo, na
determinagdo da atividade das enzimas LDH e B-BDH. O calculo das
concentragdes dos substratos reduzidos ¢ oxidados, dos sistemas lactato ¢
hidroxibutirato dos animais estudados, possibilitou a avaliagdo do estado redox
citoplasmatico e mitocondrial, respectivamente. O uso do sistema f3-
hidroxibutirato/acetoacetato para avaliagdo da razio [NAD'J/[NADH]
mitocondrial foi primeiramente discutido em 1963 por KLINGENBERG &
HAFEN ¢ por BORST (em: WILLIAMSON et al, 1967). Em 1960,
LEHNINGER e SUDDUTH & WISE (em: WILLIAMSON et al,, 1967)

postularam' que este sistema ¢ rapidamente reversivel ¢ que sua atividade
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encontra-se em equilibrio no figado de ratos. BUCHER & RUSSMANN (1963)

propuseram que dos trés sistemas desidrogenases, o sistema lactato/piruvato & o

que mais rapidamente fornece valores confidveis, para a razio
> ol

[NAD')/[NADH] citoplasmatica, considerando-se uma variedade de situacdes.

Freqiientemente ¢ observado um acréscime no estado redox apos

a hipertermia; parecendo ser conseqiiéncia da redugdo do suprimento sangiiineo

aos tumores (STREFFER 1990; VAUPEL 1990); conduzindo 3 alteragOes

metabolicas refletidas através dos niveig de ATP. Qs estados redox

mitocondrial e citoplasmatico dos ratos submetidog a hipertermia encontraram-

se¢ alterados, demonstrados através do desequilibrio da relagiio
<

[NAD'/[NADH]. A elevagdo a redugdo nos estados redox mitocondrial e

citoplasmatico, respectivamente, evidenciou valores semelhantes aos

encontrados em presenga de hiperglicemia, sendo este altimo fendmeno
constatado nos ratos submetidos a hipertermia em n0sso trabalho Isto levou-nos

a hipotetizar que houve prejuizo na respira¢do celular destes animais, a partir
# ¥ 2

de um fluxo sanguineo reduzido e conseqiiente redugiio da oxigenagdo tecidual

No tocante ao estado redox na cetogénese, sabe-se que a B-oxidagdo elevada
¢ )

observada em nosso estudo, pode ser devida a um decréscimo na concentragio

hepatica de oxaloacetato devido a rapida conversio deste metabdlito a

fosfoenolpiruvato e subseqiientemente a glicose (WILLIAMSON et al 1967)

Entdo pode-se conjeturar que se o potencial redox limita, possivelmente

~ o
o grau de redugdo do NAD', outros fatores podem determinar o estado redox

encontrado em no presente trabalho. Entre estes fatores pode-se citar: a)
concentragdes dos substratos oxidados e reduzidos pelas desidrogenases e; b)
taxa de remogdio do NADH pela cadeia respiratoria, sendo esta drenagem
controlada pelas concentragdes de ADP (adenosinga difosfato) e de Pi (fosfato

inorganico) e pelos ésteres acil-CoA.
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encontra-se em equilibrio no figado de ratos. BUCHER & RUSSMANN (1963)
propuseram que dos trés sistemas desidrogenases, o sistema lactato/piruvato ¢ o
que mais rapidamente fornece valores confidveis, para a razdo

[NAD'J/[NADH] citoplasmatica, considerando-se uma variedade de situagdes.

Freqiientemente ¢ observado um acréscimo no estado redox apos
a hipertermia; parecendo ser conseqiiéncia da redugio do suprimento sangiiineo
aos tumores (STREFFER 1990; VAUPEL 1990); conduzindo a alteragdes
metabolicas refletidas através dos niveis de ATP. Os estados redox
mitocondrial e citoplasmatico dos ratos submetidos & hipertermia encontraram-
se alterados, demonstrados através do desequilibrio da relagdo
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citoplasmatico, respectivamente, evidenciou valores semelhantes aos
encontrados em presenga de hiperglicemia, sendo este altimo fendmeno
constatado nos ratos submetidos a hipertermia em nosso trabalho Isto levou-nos
a hipotetizar que houve prejuizo na respirago celular destes animais, a partir
de um fluxo sanguineo reduzido € conseqiiente redugio da oxigenagdo tecidual.
No tocante ao estado redox na cetogénese, sabe-se que a B-oxidagdo elevada,
observada em nosso estudo, pode ser devida a um decréscimo na concentragdo
hepatica de oxaloacetato devido a rapida conversio deste metabolito a

fosfoenolpiruvato e subseqiientemente a glicose (WILLIAMSON et al., 1967).

Entéo pode-se conjeturar que se o potencial redox limita, possivelmente
o grau de redugdo do NAD", outros fatores podem determinar o estado redox
encontrado em no presente trabalho. Entre estes fatores pode-se citar: a)
concentragdes dos substratos oxidados e reduzidos pelas desidrogenases e; b)
taxa de remogdo do NADH pela cadeia respiratoria, sendo esta drenagem
controlada pelas concentrages de ADP (adenosina difosfato) e de Pi (fosfato

inorgénico) e pelos ésteres acil-CoA.
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VI -CONCLUSOES

1) O sistema utilizado para tratamento térmico em ratos sham operados e
em outros com implante gastrico de carcinossarcoma 256 de Walker é viavel

1

para estudo de alteragdes metabolicas em hipertermia;

2) A hipertermia altera o perfil bioquimico de ratos sadios ¢ de portadores
de tumor. As alterages metabolicas constatadas neste estudo foram mais

evidentes imediatamente apds o tratamento térmico;

3) O aumento das concentragdes de lactato, 3-hidroxibutirato e
acetoacetato pos hipertermia, sugerem elevagdo da atividade enzimatica das
desidrogenases lactica e da B-hidroxibutirica conduzindo ao aumento da

atividade glicolitica nos animais estudados;

4) Ap0s constatagiio de um aumento mais evidente na produgio de corpos
cetonicos e de lactato em decorréncia da hipertermia, sugere-se que uma
possivel apoptose tumoral foi favorecida através de redugfio do pH tumoral
devido a 'presenqa de formas ionizadas dos metabolitos supracitados, e a

deficiente oxigenagéo tecidual.



VII) MECANISMO PROPOSTO

Os dados do presente estudo demonstraram que a hipertermia exerce
influéncia tanto sobre o metabolismo da célula normal quanto o da célula

tumoral.

Tal pressuposto foi constatado através do aumento das concentragdes de
lactato, B-hidroxibutirato ¢ acetoacetato, bem com de D-glicose. Sabendo-se
entdo, que o portador de carcinossarcoma 256 de Walker (W256) possui baixa
insulinemia, ¢ que a hipertermia per si afeta o fluxo sanguineo e a atividade
enzimdtica, principalmente da lactato desidrogenase, é que hipotetizamos o
seguinte: No modelo de implante gastrico de W256, os animais submetidos ao
tratamento hipertérmico apresentaram aumento das concentra¢des teciduais de
glicose devido tanto & hipoinsulinemia, quanto a redugio do fluxo sanguineo
com conseqiiente edema intersticial. Ji a elevagdo dos niveis de lactato foi,
provavelmente devida a intensa glicdlise, estando prejudicada a conversdo de
piruvato a acetil-CoA. Estas alteragdes metabdlicas conduziram a deplegdo
energética, bem como a um aumento na cetogénese e na geragdo de acido
lactico, acido hidroxibutirico e 4cido acetoacético. A drenagem diminuida e o
acumulo destes catabolitos reduzem, apds hipertermia, o pH no tumor

induzindo, provavelmente apoptose (a ser posteriormente investigada).

Ao se determinar entdio, as possiveis vias metabdlicas afetadas pela
hipertermia, poderia-se viabilizar o controle do estresse catabélico encontrado
no tratamento do céncer. Isto poderia ser efetuado através da manipulagfio
farmacologica de substratos, citocinas e horménios regulatorios das vias
glicolitica e da B-oxidagdo favorecendo um status nutricional adequado ao

portador de tumor gastrico.



ESQUEMA DO MECANISMO PROPOSTO
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