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RESUMO

Alterações Metabólicas em Ratos com Implante Gástrico de
Carcmossarcoma 256 de Walker Submetidos à Hiperterinia. SANDRA
MAMA NUNES. Dissertação apresentada ao Curso de Pós graduação em
Fannacologia do Departamento de Fisiologia e de Farmacologia da
Universidade do Ceará, como pré requisito para obtenção do título de Mestre
em Farmacologia, Fortaleza (Ceará-Brasü), 1998. Orientadora: Maria Elisabete
Amaral de Moraes.

Atualmente, no Ceará, o câncer gástrico é um problema de saúde púbUca
com alta taxa de mortaüdade. Considerando novas abordagens terapêuticas
para o câncer gástrico, a hipertermia clímca tem sido bem estabelecida e
proposta em outros países. A hipertermia (HT) pode afetar diretamente funções
celulares ou danificar sistemas regulatórios e metabólicos, produ2ando efeitos
secundários. A sensibilidade térmica de tumores dependem do pH tumoral e do
status energético e nutncional. Investigamos se o tamoTpersi e a HT afetam os
processos metabólicos do portador de tumor. Tumores ti'ansplantaveis de
Roedores têm sido utilizados na investigação de como os parâmetros
fisiológicos tais como fluxo sanguíneo e pH tecidual ampüam a sensibilidade
témuca. Aqui, estudamos o metabolismo no sangue, estômago e fígado de ratos
portadores de carcinossarcoma 256 de Walker (W256) submetidos à perfusão
hipertérmica peritoneal contínua. Implantaram-se células de W256 no
estômago de ratos através de sonda orogástnca. Lesões na mucosa gástrica
foram induzidas por clampeadura seguida de implante e crescünento tumoral.
A cinirgia foi realizada sob anestesia com éter, sendo os animais sham
operados utilizados como controles. Realizou-se a normotermia (NT~> 37o-
38°C) e HT (41°-42°C) sob anestesia com quetamina e xüazina, durante 60
minutos. Foram coletadas amostras de sangue arterial, estômago e fígado,
imediatamente (TO), ti-inta (T30) e sessenta (T60) minutos após NT ou HT. Os
metabólitos foram extraídos em HC104 0,75 M. Lactato, pimvato, D-glicose e
corpos cetôüicos (CC) foram detenninados através de métodos enzimáticos
padrões. A signifiicância estatística foi avaliada usando ANOVA (p<0,05) e
teste de Fisher. Encontramos aumento nos níveis totais de CC nas amostras de
sangue (0,48±0,03^M), fígado (0,89±0,02 ^iM) e estômago (0,54±0,01 ^iM) de
ratos com W256 sob HT; e declínio nas concentrações hepáticas de pimvato
(p<0,03). Constatamos hipergücemia (12,90±0,45 pM) no gmpo tumor (HT),
sendo os níveis hepáticos (22,12±0,17 ^iM) maiores no grupo sham operado
(HT). Os níveis de lactato no estômago (5,74+0,27 p,M) elevaram-se em todos
os ratos sob HT, especialmente no T30. Concluímos que a HT desequilibra a
via gücolítica em ratos com W256 por aumentar principalmente as
concentrações de lactato; elevando também níveis de (3-hidroxibutü-ato e de
acetoacetato, sugerindo que, o ácido láctico aliado aos CC desempenham o
principal papel para a acidificação no tumor aquecido e contnbuem para a
apoptose da célula tumoral.
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ABSTRACT

Metabolic Alterations in Rats Bearing Tumor 256 Walker Implanted in
Stomach And Submitted to Hyperthermia - SANDRA MARIA NUNES.
Paper presented to the Course of Post-graduation in Pharmacology of
Department of Physiology and Phannacology of Federal University of Ceará as
prerequisite to acquire Master's title m Pharmacology, Fortaleza (Ceará-
Brasü), 1998. Professor: Maria Elisabete Amaral de Moraes.

Nowadays, in Ceará, gastdc cancer is a public health problem with high
rate of mortality. Considering new therapeutic approaches for gastíc cancer,
clinical hyperfhermia have been well established and proposed in other
countnes. Hyperthemúa (HT) may dü-ecüy affect ceUular functions or damage
regulatory and metabolic systems, producing secondary effects. Thermal
sensitivity of tumors depends on tumor pH, energy and nutntional status. We
investigated if the tumor per si and the HT affect the tumor host metabolic
processes. Murines with ti-ansplantable tumors have been used aiming to
investigate how these physiological parameters enhance fhennal sensitivity. In
this work, we studied the metabolism in blood, stomach and Uver samples of
rats bearmg Walker 256 tumor (W256) with continuous peritoneal
hyperthermic perfúsion. Cells from W256 were injected in a tube along the
esophagus to the stomach in rats. Mucosal lesions were mduced by clanipmg
the stomach foUowed by tumor implantation and growth. Rats were operated
under ether anesthesia. Sham-operated ammals were used as conto'ols.
Normothermia (NT-^ 37°-38°C) and the HT (41°-^2°C) were perfonned under
ketanúne and xüazane anesthesia, during 60 minutes. Arterial blood, either
stomach and liver samples was collected immediately (TO), thirty (T30), and
sixty minutes (T60) after NT or HT. Metabolites were extracted m HCL04 0,75
M. Lactate, pyruvate, glucose and ketone bodies (KB) were measured using
standard enzymatic methods. Statistical significance was examined using
ANO VA (p<0,05) and Fisher's test. We found an increase on levels of total KB
at blood (0,48±0,03 ^iM), hepatic (0,89±0,02 {AM) and gastric (0,54±0,01 pM)
samples in rats bearing W256 under HT; and a decreased (p<0,03) of pymvate
concentrations. We reported high glucaemia in tumor groups (12,90±0,45 (^M)
and the liver concentrations of glucose (22,12±0,17 pM) was much higher m
sham operated (HT) group than tumor group after HT. The lactate level at
stomach (5,74dh0,27 ^iM) increased m all ^-oups under HT, predommantly at
T30. We concluded that HT induced aã ünpainnent on glycolytic pathway m
rats bearing W256, and increased (3-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 contiibutes to tumor ceU apoptosis.
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I- INTRODUÇÃO

l- Epidemiologia do câncer e crescimento tumoral

A luta contra o câncer é para a ciência uina busca incaiisável. A doença

ó a segunda causa dc morte do planeta, sendo superada apenas pelas patologias

cardiovasculares. O câiicer gástnco deslaca-sc como a neoplasia que mais

ocasionou óbitos (13.200) aos brasileiros em 1998 e, segundo o Instituto

Nacional do câiicer, possui a ocorrência de 20.665 novos casos. Comparado aos

demais estados brasilekos no tocante à incidência do câiicer de estômago o

Ceará apresenta o maior índice de mortalidade, com dados que se asseinelham

àqueles encontrados em países de elevada incidência como o Japão, a Noruega

e o Clüle.

.',

O principal detemúnaiite da morbi-mortalidade para pacientes coin

diagnóstico de tumores malignos encontora-se relacionado ao iiisufíciente

confrole da expansão e progressão do estabelecimento de colôiúas metastáticas.

O risco de doenças neoplásicas varia de acordo com a região geográfica, fatores

ambientais, com hábitos sócio-culturais, idade e a herança genética do

indivíduo (FRANCO, 1994).

O termo neoplasia, literalmente, sigiiifíca "novo cresciniento" e um

novo tecido é um "neoplasma". O termo tumor foi originalmente aplicado a

edemas causados por processos inflamatórios. Câncer (do grego karkos) é um

tenno comum para todos os tmnores malignos, o qual apresenta cresciinento

anormal ou descoordenado de massa ou tecido, excedendo o dos tecidos

nonnais, e persistindo inesmo após cessação do estímulo do qual evoca a

alteração (em: ROBINS, 1994).

Todos os tiunores malignos ou benigiios possuem dois componentes

básicos: l) Constituídos por células ncoplásticas que proliferam e por
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parênquiina; e 2) Estrema fonnado por tecido conectivo e vasos sangüíiieos.
Essa estrutura fornece sustentação e nutrição para a massa tiunoral. A

diferenciação dos tiunores pode ser efetuada com base na morfologia e no
comportamento biológico dos mesmos, considerando-se nível de diferenciação,
taxa e velocidade de crescimento, local de invasão e oconência de metástases.

A despeito de amplas vanações quanto às caractçrísticas macro e

microscópicas peculiares aos tuinores malignos, as mesmas explicitam o
crescimento e o comportamento tumoral.

Estímulos ambientais e mutações herdadas conduzem à alteração
genômica celular ocasionando atívação de oncogenes produtores de
crescimento, alterações nos genes que regulam a apoptose e a iiiatívação de

genes supressores. Estas ações induzem a expressão de produtos gêuicos
alterados e a perda de produtos gênicos regulatórios. Coin isso, a expansão

clonal ocasiona mutações adicionais (progressão) mduzmdo heterogeneidade
celular e consequente fonnação de um neoplasma maligno (em: ROBINS,
1994).

i,

No tocante às funções bioquímicas dos genes supressores de tumor,

sabe-se que as vias de transdução de sinais de inibição do cresciinento tumoral
são menos compreendidas que àquelas para a progressão tmnoral. Todavia, é
razoável presumir que assim como os sinais nútogênicos, a sinalização
inibitória do crescimento origina-se na superfície celular com a participação de
receptores, traiisdutores de sinal e, reguladores transcripcionais ao iiível nuclear
(GRAUBERT, 1996). Outros fatores além da cinética celular, como o
suprimento sanguíneo podem alterar significaiitemente o crescimento tumoral
(VAUPEL, 1993).

Fatores angiogênicos associados ao tumor podein ser produzidos por
células tumorais ou pode ser derivados de macrófagos de infiltrado de tumores.
Dentre os fatores de crescimento incluein-se os FGF (fator de crescimento de
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fibroblastos), TGF (fator de crescimento de transfonnação) a e P, EGF (fator

de crescimento epidennal) e VEGF (fator de crescimento do endotélio

vascular); e algumas citocinas como o TNF (fator de necrose tuinoral) a e IL-1

(interleucina l) Estas moléculas possuem ações quimiotática e mitogênica para

células endoteliais, afetando também várias liiúiagens tumorais, como por

exemplo a do carcinossarcoina 256 de Walker.

2- Carcmossarcoma 256 de Walker (W256)

,•-

Em se tratando de pesquisa expedmental existe uma ampla variedade de

tumores ti'aiisplantaveis (STEWART et al., 1959) viabilizando testes

farmacológicos e outros trabalhos envolvendo o tema câncer. Em 1928, na

Universidade de Jolm Hopkins, George Walker, observou a presença de uni

tumor na glândula mainária de uma rata albina prenlia, cuja massa tuinoral

regredia e recmdescia, respectivamente, durante e após o período de lactação

(EARLE, 1935). A histopatologia descreveu a massa tumoral como um

adenocarcinoma; e sua ü-ansplantabilidade foi confimiada pelo próprio Walker

com um índice de pega (sucesso do ünplante tumoral) de aproximadameiite

56% em 16 ratos albinos. Na segunda geração as células epiteliais e a eslnitui-a

glandular do tumor se desorganLzaram. Embora conservando as incsmas

peculiaridades do tumor original, achavam-se circundadas por fibras e células

do estroma. Estas últimas apresentavain tipos diversos no tocante ao volume e

ao tainanho. Após sucessivos transplaiites a neoplasia apresentou variações

morfológicas (SCHREK & AVERY, 1937; TALALAY et al., 1952 e FISHER

et al., 1964). O tumor então foi caracterizado nas formas carcmomatosas,

sarcomatosa e mista, carcmossarcomatosa. IWAMA DE MATTOS (1971 e

1980), observou em ratos metástases renal, hepática, pulmonar, sangüíiiea e

cardíaca, entre outras. O tuinor de Walker pode ser perpetuado através de

várias técnicas: üioculação de suspensão de células tumorais onundas de

fragmentos de tecido, ou utilizando suspensão de células ein cultura ou ainda
3



suspensão na forma ascítíca do tumor. As vias de inoculação podein ser a
subcutânea, intraperitoneal, intrapleural, sanguínea e a intrainuscular
(SCHREK, 1935; TALALAY, 1952), sendo esta última a mais utilizada no
Laboratório de Oncologia Experimental da Umversidade Federal do Ceará.
CALDAROLA e colaboradores, em 1968 observaram ainda que o sexo dos
animais também inüuencia o crescimento do tumor de Walker. Em 1979,
FONTELES & MORAES, constataram mn índice de pega de 100% (sucesso
do implante) em ratos adultos jovens machos inoculados por via intramuscular.

TERGE BR6YN, ein 1974, estudando o crescimento tumoral gástrico
bem como a viabilidade e a facilidade de utilização de um método que
reproduzisse o comportainento biológico tumoral gástrico, iinplantou uma
suspensão de células tumorais de Walker ein inucosa de estômago de ratos
Wistar. Este inétodo é viável e perfeitamente reproduzível (OLIVEIRA, 1997)
para estudos relacioiiados à terapia do câjicer gástrico (quimioterapia e
hipertermia).

3- Regulação do metabolismo em condições fisiológicas

3.1- Metabolisnio energético e via glicolítica

,'-

Para que tecidos normais ou hipercatabólicos possam crescer, os
mesmos necessitam de energia. E para que se entenda como o tuinor de Walker
utiliza substi-ato energético para seu crescimeiito, faz-se necessário o
esclarecünento da regulação, em condições fisiológicas, do metabolismo
energético.

As etapas referentes à regulação do metabolismo de energia envolvein
interrelações entre o cérebro, músculo, pâncreas e estoques energéticos tais
como, tecido adiposo e glicogênio muscular e hepático. Estas relações são
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alteradas em presença de atividade física (leve ou intensa), alimentação ou

jejuin, ou aiiida na ocorrência de situações liipercatabólicas como o câncer.

A

O fluxo energético (estocagem ou oxidação) é controlado

principalmente pela insulina e pelo glucagon. Ainbos são polipeptídeos

secretados na corrente sanguínea pelo pâncreas. A glicose é o principal

regulador da secreção de insulina (aininoácidos específicos como a arginüia

possuem menor esüinulo sobre a secreção). A secreção de glucagon é inibida

pela glicose e pela insulina e, estimulada por aminoácidos (PHELIPPE, 1994).

A hipogücemia durante a atívidade física intensa ou estresse catabólico elevam

significativamente o consuino e a oxidação dos estoques de glicose coipóreos

musculares e hepáticos. Tanto o estresse oriundo das patologias quaiito a

atividade física encontram-se relacionados à razão glucagon/insuliiia, e mais

sudünente, aos níveis de glucagon, os quais podem oscilar de maneira

independente dos níveis de insulma.

Ainda coin relação ao metabolismo eiiergctico deve-se mencioiiar os

ácidos graxos como os principais combustíveis para a maioria dos órgãos. Até a

completa oxidação da glicose e dos ácidos graxos a COz, encontrain-se

envolvidos vários intermediários incluindo fosfoenolpimvato, pimvato, lactato,

acetil CoA e citrato. O modo pelo qual a energia é metabolizada difere de

acordo com o órgão e sob diferentes condições: o cérebro, por exemplo, para a

obtenção de energia converte glicose a CÜ2 via glicólise através do ciclo de

Krebs, e duraiite o jejuin utiliza corpos cetônicos. As relações anterionnenlc

descritas podem ser visualizadas na figura l.

Os produtos mtermediários são canalizados entre as enzunas glicolíücas

e a glicóüse é estreitainente regulada. Durante seus estudos sobre a

fennentação da glicose por levedura, Louis Pasteur descobriu que, tanto a

velocidade da fermentação quanto a quantidade total de glicose por ela

consumida, eram muitas vezes maiores sob condições anaeróbicas do que sob
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condições aeróbicas. Em estudos posteriores com músculos a mesina

observação foi constatada. A base bioquíniica para este fenómeno (efeito

Pasteur) é a seguinte: o rendimento em ATP (adenosina trifosfato) da glicólise

sob condições anaeróbicas é 18 vezes menor que o obtido na oxidação

completa da glicose até COz e H^O em presença de oxigénio.

O fluxo de glicose através da via glicolítica é regulado para manter

constante a concentração de ATP, bem como fluxos adequados de suprimeiitos

dos intermediários glicolíticos que possuem destmos biossintéticos.

O piruvato, produto da glicólise, representa um ponto de junção

ünportante no catabolismo dos carboidratos. Em condições aeróbicas, o

pimvato é oxidado a acetato, o qual enti-a no ciclo de Krebs e é oxidado a COz

e água. O NADH (adenina dinucleotideo - fornia reduzida) formado pela

desidrogenação do gliceraldeído-3-fosfato é reoxidado a NAD^ (adenina

diiiucleotídeo - fornia oxidada). Já em condições anaeróbicas o NADH gerado

pela gücólise não pode ser reoxidado pelo oxigénio. O NAD + portanto, é

regenerado através de autoras reações.

l

Quando os tecidos aiiünais não podem ser supridos com oxigénio

suficiente para suportar a oxidação aeróbica do pimvato e do NADH

produzidos pela glicólise, o NAD é regenerado a partir do NADII pela
redução do pimvato a lactato (figura 2). Embora existam dois passos de

oxidação-redução quaiido a glicose é convertida a lactato, não há variação no

estado de oxidação do carbono.

/
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Glicose

Acetil CoA ^- Ácidos graxas

Ciclo de
Krebs

Figura l: Representação esquemática da glicóüse e da oxidação de ácidos

graxas, a acetil coA para o ciclo de Krebs.

Lactato desidrogenase

Piruvato ^—^.- <=s:—^ Lactato

NADH + H+ NAD4

Figura 2: Redução de piruvato a lactato através da ação enzimática da lactato

desidrogenase (LDH).
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Nos organisinos aeróbicos, a glicose e outros açúcares, ácidos graxos e a
maioria dos aminoácidos são oxidados, em última iastância, a C02 e HzO
através do ciclo de Kjebs. Para que possam entrar no ciclo, os esqueletos
carbónicos dos açúcares e dos ácidos graxas necessitam ser degradados até o
gmpo acetila do acetil-CoA. Outros tecidos e tipos celulares também possuem
lactato a partir da gücose, mesmo em condições aeróbicas. A redução do
pimvato é catalisada pela enzima lactato desidrogenase (LDH) que fonna o
isômero L do ácido láctico (pH 7,0). Uma molécula de glicose é convertida em
duas de lactato, com a geração de 2 moléculas de ATP e unia de glicose e ainda
NAD^ e NADH são 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 eritrócito.

A desidrogenação e a descarboxüação conibinadas do piruvato em
acetil-CoA (figura 3), envolvem a ação sequencial de três enzimas (complexo
piruvato-desidrogenase) e de cinco coenzimas: Tiamina pirofosfato (PP),
flavina adenina dinucleotídeo (FAD), coenzüna A (CoA), nicotmamida adenma
dmucleotídeo (NAD), e lipoato. Quatro vitaminas diferentes requeridas na
nutnção humana são componentes vitais deste sistema: Tiamiaa (TPP - tiamma
pirofosfato); riboflavma (FAD), macina (NAD"), e pantetonato (CoA). A
reação completa catalisada pelo complexo pimvato desidrogenase é a
descarboxüação oxidativa (processo irreversível de oxidação).

CoA-SH NAD+ TPP, lipoato, FAD NADH

Pimvato •>

Coinplexo da pimvato desidrogenase
(Ei+Es+Es)

Acetil-CoA

Figura 3: Complexo da pimvato desidrogenase e das coenzimas envolvidas
nas ações enzimáticas deste complexo. Ei(Pimvato desidrogenase). Es
(diidroUpoil transacetilase). Eg (diidroUpoü desidrogenase).
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A glicólise ocorre através de uma sequência liiiear de etapas catalizadas
eiiziinaticamente, enquanto que a sequência de reações lio interior da
mitocôndria, é cíclica (ciclo de Krebs). Quatro das oito etapas do ciclo de
Krebs são oxidações e a energia nelas liberada é utilizada com alta efíciêiicia lia
fonnação de cofatores reduzidos (NADH E FADHz). Nos tecidos a glicose é
convertida a glicose-6-fosfato (G-6-P) pela ação da, glicose-6-fosfato
desidrogenase. As etapas citadas podem ser visualizadas a seguir na figura 4:

!.
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A)

Glicose

Hexoquinase

^
ATP / ADP

•^ GUcose-6-fosfato

B)

Glicose-6-fosfato

Glicose-6-fosfatase

H^O

^
->-

Glicose

p,
l

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

B - Conversão hepática da molécula gUcose-6-fosfato a glicose.
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Glicose

Hexoquinase

^
ATP / ADP

^ GUcose-6-fosfato

B)

Glicose-6-fosfato

Gücose-6-fosfatase

H2Ü

^
-^

Glicose

p,
l

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

B - Conversão hepática da molécula gUcose-6-fosfato a glicose.
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3.2- Metabolismo lipídico c P-oxidação

,(.

A oxidação dos ácidos graxos de cadeia longa em acetil CoA é uma via
central liberadora de energia (smtese de ATP) nos animais, ocorrendo em

situações especiais tais como jejum, cetoacidose diabética e atividade física
intensa. O acetil CoA pode ser completamente oxidado até COz através do ciclo
de Krebs. No fígado dos vertebrados, o aceül CoA pode ser convertido em
coq)os cetônicos (combustíveis hidrossolúveis quaiido a glicose não encontra-
se disponível). O processo pelo qual os ácidos graxas são convertidos em acetil
CoA é denominado P-oxidação (LEHNINGER et al., 1995).

No fígado a oxidação dos ácidos graxos ocorre em três estágios: No

primeü-o estágio (P-oxidação) os ácidos graxos sofirem a remoção oxidativa de
sucessivas unidades de 2 átomos de carbono na fonna de acetü CoA. A

formação de cada molécula de acetil CoA requer a ação de desidrogenases para
a remoção de 4 átomos de VL da porção acü-graxo da molécula. No segundo
estágio, os resíduos acetila do acetil CoA são oxidados até COz (no ciclo de
Krebs), e as moléculas derivadas da oxidação dos ácidos graxas entram nesta
via final de oxidação juntamente com as moléculas de acetil CoA denvadas da

glicose, através da glicólise e da oxidação do pimvato. Os dois prüneiros
estágios do processo de oxidação de um ácido graxo produzem NADH E
FADH2 que, em um terceiro estágio transferem elétrons para a cadeia
respiratória e desta para o oxigénio. Acoplado a este fluxo de elétrons está a
fosfonlação do ADP em ATP.

Durante a oxidação hepádca dos ácidos graxas, em humanos e na
maioria de outros mamíferos, a molécula de acetil CoA formado pode entrar no
ciclo de Krebs ou pode ser convertido a corpos cetônicos (acetoacetato,
hidroxibutirato e acetona). A acetona produzida é exalada e o acetoacetato
assim como o hidroxibutírato são fansportados pelo sangue até os tecidos extra

11



hepáticos para fornecer a maior parte da energia requerida por esses mesmos
tecidos. No fígado, o acetoacetato é reduzido em D-p-hidroxibutírato através de

uma reação reversível catalisada pela D-R- hidroxibutirato desidrogenase, unia
enzima mitocondrial. Nos tecidos extra hepádcos, o hidroxibutirato é oxidado
até acetoacetato também pela D-P- hidroxibutirato desidrogenase. A síntese de
corpos cetônicos, sua exportação pelo fígado bem como a "desaceleração" do
ciclo de Krebs pelo consumo de oxalacetato, aumentando a conversão do
acetil-CoA em acetoacetato, podem ser visualizados no esquema da figura 5:

.,••
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Hepatócito

Acetoacetato

P-hidróxibutirato

Acetona

AcetilCoA
\

•s.. t
P-oxidação ^•-~—'Ciclo de Krebs

Oxalacetato.

Gliconeogênese

Glicose

^
Corpos cetônicos exportados
como fonte de energia

Glicose exportada como
combustível para os tecidos

Figura 5: Representação esquemática da síntese dos corpos cetônicos ati-avés

da p-oxidação com exportação hepática destes para os tecidos periféricos e,

utilização de gUcose como conibustível a partir da gliconeogênese. As

situações que aumentam a gliocneogênese (diabetes e jejum) desaceleram o

ciclo de Krebs (pelo consumo do oxalacetato) e aumentam a conversão do

acetil-CoA em acetoacetato. A moléculas de coenzima A liberadas penmtem

que a P-oxidação dos ácidos graxos ocorram contmuadamente.

13



4- Metabolismo tumoral e resposta imune

.'•

Como já referido anterionnente, sabe-se que o metabolismo nonnal

pode ser alterado por estados lüpercatabólicos como o câncer. A presença do

tmnor ocasiona efeitos catabólicos conduzindo à anorexia e à caquexia. As

alterações metabólicas neoplásicas incluem catabolisino intenso de

carboidratos, de proteínas e de lipídeos. Com relação ao nietabolismo dos

carboidratos, destaca-se a acidemia láctica (WATERHOUSE, 1974), tolerância

anormal à glicose e gliconeogênese hepática aumentada (HEYS et al., 1996).

No metabolismo proteico, a alteração no fornecimento de alanma e de

glutamina para a gliconeogênese hepática e renal determma uin balaiiço

niti-ogenado negativo (HOLROYDE et al-, 1975), além de os aiüinoácidos

liberados poderem ser utilizados pelo tumor em crescimento. No tocante ao

metabolismo lipídico destaca-se a ocorrência de lüperiipidemia e depleção dos

estoques de tiiacilgliceróis em ratos portadores de tumor (DEVEREAUX,

1984).

Patologias invasivas ou neoplásicas conduzem freqüeiitemente à

alterações metabólicas que comprometem a integridade do orgaiiismo

hospedeiro. Estas alterações são mediadas pelas células do sistema

ünunológico que, em resposta a uma vanedade de estímulos, secretain citocinas

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

A resposta do sistema imune à infecção e à inflainação é mediada por

citocinas. A mfecção encontra-se associada a múltiplos distúrbios na estocagem

e no metabolismo lipídico (DOERRLER, 1994), medeiando então alterações

metabólicas induzidas pelas citocinas, como o TNFa (fator de necrose tumoral

a), IFNy (interferon gama) e IL-1 (mterleucma l). Algumas citocinas induzem

resposta catabóUcas coordenada em adipócitos, o que conduz a lun decréscimo

da estocagem de lipídeos (NEWSHOLME & GURI, 1987).
14
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Linfócitos e macrófagos desempcnliam importante papel na resposta
imune. A glicose é utilizada ein altas taxas por estas células fonicceiuio
intennediários para vias biossintéticas: a glicólise fornece glicose-6-fosfato

para ribose-5-fosfato (requerido para a síntese de nucleotídeos), e o glicerol
para síntese de fosfolipídeos. Entretanto, a ativídade da glicólise encontra-se
aumentada em excesso (cerca de 100 vezes) aciina do requerimento iionnal
para os processos biossintéticos nonnais. Isto sugere que estes processos
também fornecem energia para a célula. Além deste fato, nos linfócitos e
macrófagos, as taxas de utilização de glicose eiiconlram-se aumentadas (CURJ
& NEWSHOLME, 1988), enquanto que a sua oxidação é apenas parcial: A
glicose é convertida principalmente a lactato. Esta oxidação parcial é siiiiilar à
daquelas células em divisão rápida como as células tumorais (ARDAWI &
NEWSHOLME, 1982).

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

TREDGET (1998) demonstrou uma coinplexa e alterada inter-relação

enü-e as necessidades teciduais por vários metabólitos essenciais e, os
hormônios circulantes no mdivíduo portador de tumor. Isto pode não ocorrer

apenas pela demanda de metabóütos essenciais para o crescimento do tecido
tumoral, mas também pela ação direta de secreções tumorais sobre órgãos
endócrinos deste indivíduo.

Em ratos portadores de tiunor, as concentrações plasmáticas de
glicocorticóides, catecolaminas e glucagon apresentam-se elevadas
(VIRKAMAKI et al-, 1995) e bakos níveis de insulina (FERNANDES et al.,
1996b e NETO, 1996), desencadeando várias alterações metabólicas. As
catecolaminas depletain glicogênio muscular enquanto que a hipoinsulinemia e

15



o aumento sérico de glucagon indiizem mobilização do glicogênio liepátíco. A

insuüna e o glucagon podem ser degradados por um fator associado às células

do carcinossarcoma 256 de Walker (ZEPP, 1986). Deve-se ainda meiiciouar

que o fator de crescimento associado à insulina não é mitógeno para o
carcinossarcoma 256 de Walker.

l.

A glicogenólise hepática fornece glicose para o crescimento tumoral e

para tecidos específicos do hospedeiro, tais como sistema nervoso, leito

esplâncnico, células endoteliais, eritrócitos e leucócitos (GULL1NO et al.,

1967). As alterações metabólicas mencionadas acima ocorrem iião somente em

ratos portadores carcinossarcoma 256 de Walker. Estas alterações ocorrem

tanto em animais portadores de outras linhagens de tumores espontâiieos ou

transplantáveis (SHAPOT, 1972 e SHAPOT & BLINOV, 1974), quaiito em

pacientes com vádos tipos de neoplasias (REICHARDT et al., 1963 e

FERNANDES, 1996a). Embora ainda não totalmente esclarecidos os fatores

que conduzem a este quadro, sabe-se que concentrações plasmáticas

aumentadas de PGEz (prostaglandina £3) e de vasopressina (S1DIDIQUI &

WILLIAMS, 1987) levam à redução da cetogênese. SAUER e colaboradores

(1986), ao verificarem os efeitos do jejum em várias linliagens tumorais

mclusive no carcinossarcoma 256 de Walker, constataram que havia unia

resposta positiva para o crescimento tumoral ao se induzir lipólise e cetose no

hospedeiro, aumentando desta fornia os ácidos graxas livres e a concentração

de corpos cetônicos no sangue arterial.

Em estudo metabólico com células do carcinossarcoma 256 de Walker e

de sarcoma, 45, KOLOMINA & VASIL'Eva (1982) observaram auinento na

atividade da LDH no estágio avançado de crescimento do carcinossarcoina 256

de Walker (W256), porém não foram constatadas alterações significantes na

reação histoquínüca. Outras linhagens tumorais como o sarcoma de Jenssen,

são consistentemente "fortes produtores" de lactato in vivo; no entanto,

SAUER. & DAUCHY (1986) não foram capazes de reproduzü- este fato. Em
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investigações bioquímicas, SCHULZE e colaboradores (1976), verificaram que

em ratos adultos portadores de W256 ocorreu perda de glicogêiiio hepático

rápida, até completa depleção (em massas tumorais superiores a 40g/aiúmal).

Esta depleção era dependente do peso tumoral. Houve contribuição para

pronunciada hipoglicemia sanguínea periférica no rato com acelerada

gliconeogênese.

Ao avaliar o efeito da hiperglicemia na hemodüiâmica sistémica e da

taxa de fluxo sanguíneo em ratos portadores de W256, DI-PIPETTE e

colaboradores (1986) observaram que a redução do fluxo sanguíneo devido à

hiperglicemia em tumores maiores que 0,6 g é primariamente atribuída à

redução no débito cardíaco e aos efeitos local e sistémico em tumores menores

que 0,6g. A perfusão hiperténnica peritoneal pode também ocasionar alterações

cardiovasculares (SHIME et al., 1994).

6- Hipertermia

.i

O termo hipertemúa é derivado do grego hyper (excessivo) e de íherme

(calor), distinguindo-se do termo febre, que deriva do latim febris. A

hipertermoterapia vem sendo utilizada desde a antigiúdade quando Hipócrates

(460-370 a.c.) usava o calor para tratamento de tumores. OVERGAARD

(1977) relata que no papiro de cü-urgia de SmiÜi (aparentemente o pmneiro

livro texto de medicina) encontra-se a descrição do tratamento térmico de uina

paciente comi tumor de mama.

No século XVI, os físicos renascenüstas coiitribuírain com "novas

estratégias" para o tratamento do câncer; a partir da diferenciação de tumores

malignos e da ocorrência de metástases.

17



No período do illuniinismo, no século XVII, o fílósofo, inatemático e
físico francês René Descartes, evidenciou a abordagem lógica de tratamento do
câiicer (CA), com base na remoção de tmnores primários juntainente com os
linfonodos envolvidos. Uma importante contribuição tanibém foi legada pelo
clínico holandês Hermaim Boehaave, o qual considerou o câncer como uina
irritação local; observação esta que evidenciou posterioi-mente vários tipos de
neoplasias ocupacionais.

I

I;
p

!!

,1

A ignorância óbvia e a confusão acerca do diagnóstico exato e o
tratamento do câncer podem explicar alguns casos de "cura do câncer" por
exposição ao calor, através de excisão da área afetada, cauterização com uso de
ferro em brasa, dietas ou drogas e/ou sangramentos. Estas "abordagens
terapêuúcas" representam aplicações típicas de lüpertemiia local, (a altas
temperaturas em curtos espaços de tempo); e de hipertennia sistêinica
(temperaturas moderadas sob longa duração).representada através do uso de
banhos quentes ou indução de febre.

A temperatura corpórea pode ser amnentada por ação de pirógenos
(toxmas bacterianas) ou por drogas. Ações regulatórias hipotalâmicas
controlam este aumento propiciando vasodilatação e aumento da perfusão
(BLIGHT, 1979). Esta regulação não acontece tão eficientemente na
hipertermia maligna, uma vez que os mecanisnios compensatórios de controle
central e àe feedback podeni estar danificados; podendo a temperatura corporal
atingir 42°C.

'Si

O aumento da temperatura pode ainda ser mduzido através da
transferência de calor do meio (água, ar, ondas eletromagnéticas). Quando da
exposição à luz solar, o organismo pode acumular cerca de 150
quüocalonas/hora (kcaVh) ou ainda pode produzir metabolicamente 600-900
kcal/h através de intensa alividade muscular, trabalho este que chega aumentar
a temperatura corporal até aproximadamente 40 C. Dentre os fatores que
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mtensificam a atividadc metabólica e conscqueiitemente a geração de calor,

destacam-se os honnônios tíreoidianos advos, o efeito calorigênico dos

alimentos, a contração mvoliuitária e a própria febre ( o aumento de 1° C na

temperatura corpórea, eleva em de 10 % o metabolismo basal). No tocante aos

mecanismos reguladores da temperatura coqioral, pode-se mencionar dois

sistemas de controle: um central (porção anterior do hipotalaino -> áieas pré

ópticas medial e posterior e núcleo paraventricular) e o outro periférico

(sistema nervoso autónomo) com a participação de receptores térmicos sob a

pele (GUYTON, 1992).

Atualmente a hipertennia em oncologia é utilizada na radiossensitização

e/ou na quimioterapia. A tennoterapia atinge temperaturas na faixa entre 41o-

43°C, enquanto que temperaturas acüna de 43°C, dependendo do tempo de

exposição, podem induzir citotoxicidade (OVERGAARD, 1977).

Os métodos de tennoterapia (associada ou isolada) são aplicados

principaünente de acordo coin a localização do tumor. Para aquecimentos mais

profundos uúliza-se a hipertennia (HT) loco-regional ou regional, para tumores

superficiais opta-se pela HT local (a pouca penetração de calor conduz ao

lúperaquecimento do tecido adiposo limitando seu uso clínico); já a HT de

corpo inteiro consiste num método invasivo de indução da elevação da

temperatura sistémica, sendo este aumento témúco dependente da dissipação

de calor pelo corpo. A hipertermia (localizada ou sistémica) pode ser aplicada

clinicamente através do uso de água quente, de ondas eletromagnéücas de calor

na faixa de 50-2450 megahertz (MHz), de radiofreqüência (0,5-27 MHz), de

ondas ultrassônicas (0,5-5,0 MHz), de perfusão local e regional e de

aquecimento sistêinico (para tmnores avançados e metastáticos).

A pesquisa laboratorial acerca dos efeitos do calor foi iniciada no século

XX. Cientistas avaliaram iniciahnente a tolerância dos tecidos nonnais à

diferentes graus de exposição térmica. HENRIQUES & MORITZ, em 1947
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(em HILL, 1992), estabeleceram que a tolerâticia ténnica de suínos era muito
similar à da pele humana. Em 1964, BURGER & FUHRMANN (em HILL,
1992) evidenciaram uma marcante variação na resposta térmica entre os
diferentes tecidos de mamíferos, dentro de uma mesma espécie e eiitre
diferentes espécies entre si. Atualmente os achados de dose térmica e resposta à
tennoterapia em humanos são claramente refletidos nas "doses térmicas"
propostas por SAPARETO & DEWEY (1984).

Uma revisão acerca dos efeitos da hipertemúa nos diferentes órgãos de
humanos foi proposta por FAJARDO (1984), o qual observou uma evidente
relação entre as respostas obtidas com relação ao tempo de exposição e à
duração do tratamento ténnico. Até 1995, os efeitos da temioterapia sobre os
vários tecidos humanos não haviain sido sistematicamente avaliados. Estudos

patológicos sugerem a existência de susceptibilidade orgânica individual paia
diferentes exposições térmicas propiciando assim, danos miocárdico (ruptura
de fibras musculares), cerebral (hemorragia difusa petequial), renal e hepático.

•I

i!
!!

6.1- Hipertermia isolada

No tocante ao aquecimento isolado de tumores malignos, a sensibilidade
témúca 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 quaiido aquecidas à 45 C por
30 minutos. Outros investigadores conímnaram estas observações; porém
neiihuma comparação foi feita entre diferentes tipos de tumores nein com
relação aos tecidos justatumorais.

Em 1908, HAARLAND (em HILL, 1992) concluiu, a partir de seus
experimentos animais, que células tumorais malignas possuem susceptibilidade
específica ao calor. Em 1912, LAMBERT (cm HILL, 1992) comparou a
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sensibilidade térmica de diferentes células (normais e malignas) utilizaiido

cultura de células em plasma. Após aplicar tratainento ténnico (42°- 47°C) ein

diferentes intervalos de tempo, LAMBERT demonstrou que células normais

tanto quanto células malignas são capazes de sobreviver quaiido expostas a

43°C por até 3 horas.

Em 1921, ROEDENBURG & PRIME (em HILL, 1992) constataram cm

tumores ti'ansplantaveis de roedores, uma rápida regressão tumoral após

exposição térmica entre 42 - 46°C. Minuciosos estudos histológicos efetuados

entre o 1° e 06° dias após a exposição ténnica revelou completa inorte celular

tumoral, enquanto que não foram observados efeitos deletérios evidentes nos

tecidos normais. Este achado é ouu'a mdicação da alta sensibilidade das células

tumorais quando comparadas às células normais. Deve-se considerar, no

entanto, que a regressão tumoral ocorre na mesma extensão após 180 núiiutos a

44°C e após 90 minutos a 45°C, enquanto que os tecidos nonnais não sofrem

danos sob esta mesmas condições. Outros investigadores confirmaram o

potencial do calor em induzir declüúo do crescimento tumoral m vivo

independentemente da técnica de aquecimento utilizada.

Estudos in vivo e m vitro demonsu'aram que a lúpertemüa pode atuar de

duas fornias nos tecidos alvo. Uma ação direta, letal ou subletal sobre a célula

e, uma ação indireta através da potencialização do efeito da quimioterapia

(HAHN, 1982; WALLNER & LI, 1987; em: HILL, 1992) e da radioterapia

(OVERGAARD, 1985).

6.2- Hiperternüa associada

..'-

Embora o calor tenlia sido usado na terapia do câncer no início do século

XX, apenas a partir de 1921 é que estudos emergirain em jornais científicos



I,

abordando os efeitos da radiação e do calor em tumores malignos.
Paralelamente às investigações do aquecimento isolado, ROEDENBURG &

PRIME (1921) foram os pnmeiros a analisar os efeitos do uso associado do

calor e da radiação no sarcoma 180 de Crocker, e em algmis outros tumores

utilizando temperaturas entre 42 e 46 C. Eles observaram um efeito

sinergísüco acúna de 42°C para o efeito associado. Antes, acreditava-se numa

relação dose-resposta térmica entre os efeitos induzidos pelo o tempo de

tennoterapia e a intensidade de calor administrado. Atualmente, acredita-se que

"babcas" temperaturas (41 C) são tão efetivas quanto "altas" (46°C), quando as

"baucas" temperaturas são 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 témüca.

ec

(C

A pesquisa acerca da hipertemúa moderna teve início com os estudos

experimentais de GRILE (1961-1963), os quais foram um marco nesta área de

estudo. GRILE (1940) retomou trabalhos de outi-os pesquisadores e realizou

uma série de experimentos em tumores transplantáveis de cainundongos. Os

fenómenos biológicos por ele descritos incluem (a) a citotoxicidade dependente

de tempo e de temperatura; (b) a citotoxicidade e sensibilidade aumentadas in

sííu comparadas com tumores menores; e tennotolerâiicia dos tecidos nonnais e

tumorais.

\

O uso associado do calor e de quimioterápicos tem sido mvestigado

apenas na era moderna da pesquisa oncológica, quando os pesquisadores

constatarani que a hipertermia pode alterar a permeabilidade da membrana e a

captação de agentes citotóxicos (SíIDMGELTON e al., 1961). As primeiras

observações clínicas na aplicação associada de hipertennia e quünioterapia

foram registradas, em 1960, por WOODHALL e colaboradores (em HILL,

1992) e por SfflNGLETON e colaboradores (1961). Forain observadas

respostas positivas em pacientes com tumor de cabeça e pescoço, uülizaiido
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temperaturas entre 40° e 41°C. O auinento da morte celular em cerca de 100

(cem) vezes, foi induzido por GIOVANELLA e colaboradores (1979) quando

da adição de um agente alcoólico específico. Em 1975, STHELIN e

colaboradores, constataram um aumento na resposta tumoral entre 35% e 80%

aplicando calor entre 40,5° e 41,5 C em conjunto com a infusão quimioterápica
no tratamento regional metastático de melanoma. Deve-se ainda inencionar os

efeitos citotoxico e antitiunora sinergísticos quaiido do uso associado com a

hipertemia e TNF recombinaiite humano CWATANABE, 1988). No entanto, o

TNF endógeno atua com fator de resistência contra a citotoxicidade

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

6.3- Mecanismos molecular e celular da hipcrtermia

l>

O sucesso da terapia oncológica é determüiado pela eficiência coin a

qual ocorre a morte de células tumorais é encontrada com o mínimo de lesão

aos tecidos nomiais. A morte celular neste contexto então, significa que a

clonogeneidade de células primárias é destruída por agentes como a radiação

ionizante, químicos citotóxicos e calor. A hipertermia, na fabía de 40° e 45°C,

pode atuar como agente sensibilizante em combinação com radiação ionizante

ou drogas citotóxicas (STREFFER, 1990). Duraiite o aquecimeiito prolongado

por várias horas acima de 42°C, e ababco desta temperatura ou após choque
ténnico rápido, as células podem se tomar termoresistentes, adquirindo
termotolerância. Na termotolerância encontram-se envolvidas proteíuas

denominadas hsp ( do mglês heat shock proíeins), as quais lünitam os efeitos

deletérios da hipertermia sobre os tecidos orgânicos (FUJIMORI et al., 1997)e

modulam a expressão de metástase (ALBERTAZZI et al., 1998). As hsp são

lima família de proteínas essenciais à sobrevida celular, sendo induzida sua
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maior expressão durante vários estresses fisiológicos. Entre estas proteínas, a
hsp70 (BEASLEY et al., 1997; MIRKES, 1997), hspóO e hsp72 (OTAKA et
al., 1997) são as que encontram-se mais envolvidas com o estresse inetabólico

ocasionado pela hipertermia. Sabe-se ainda que o estresse hipertérmico induz
ativação de plaquetas circulaiites (TAKE et al., 1996).

)

,k

A aplicação da hipertermia possui uma longa história na terapia tunioral;
enti-etanto, os mecanismos celulares e moleculares têm sido estudados apenas a
partir da década de 70.

Sabe-se que o to'atamento hipertémúco induz consideráveis alterações
metabólicas e moleculares. Enquanto a radiação ionizaiite provoca
principalmente dano ao DNA (OVERGAARD, 1977) levando à morte da
célula reprodutiva, o mecanismo de morte celular pela hipertermia isolada é
menos claro. Parece ser evidente que eventos citoplasmáticos são distintos dos
que ocorrem no núcleo (HAHN 1982; STREFFER 1982, 1984). Nos níveis
molecular e metabólico, o calor induz predominantemente dois efeitos: (a)

Alterações conformacionais e desestabüização de macromoléculas e de
esfruturas moleculares; e (b) aumento das taxas de reações metabólicas duraiite
a tennoterapia, seguido de desregulação do metabolismo, principalineiite após a
hipertemúa.

A conformação de macromoléculas biológicas é principahnente
estabiUzada por pontes de ludrogênio, mterações com grupos iônicos e por
interações lúdrofóbicas e hidrofíücas dentro das macromoléculas e seu
ambiente. As três classes de ligações e interações são comparativamente jfracas

sendo faciünente alteradas, por exemplo, por um aumento na temperatm-a. Para
a atividade biológica de macromoléculas, a integridade das estruturas
confonnacionais é pré requisito. A confomiação do DNA é uTeverssivelmente
alterada apenas à temperaturas próxünas daquelas que conduzem à morte
celular (LEPOCK, 1991). A entalpia calculada por Arrheiiíus proposta para a
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morte celular encotitra-se na mesma faixa que a para ocorrência de

desnaturação proteica (STREFFER, 1990). Soma-se a isso, o fato de que as

alterações estmturais indiizidas pelo calor em proteínas são extreinaincnte

dependentes do valor do pH CW1KE-HOOLE, 1984).

Uma significaiite desnaturação proteica é iniciada eiitrc 40 c 41 C, c de

forma irreversível em mitocôndrias, núcleo celular, microssoinos e frações

citosóücas de proteínas solúveis. LEPOCK e colaboradores (1991) concluírain

que as alterações conformacionais proteicas, são as responsáveis pêlos efeitos

observados durante o aquecimento nas membranas celulares. As membranas

são os principais alvos celulares para a hipertemiia tanto para bactérias quanto

para mamíferos.

A bicamada fosfolipídica é uma parte essencial das meinbraiias

biológicas. A fluidez destas membranas üifluenciam sigtiificativamente a

função e a estabilidade celular. A composição lipídica possui influência

marcante na fluidez, sendo esta característica amnentada ein fuiição da

elevação de temperatura (VAUPEL et al., 1987). TAYLOR e colaboradores

(1992) propuseram que este efeito correlaciona-se com a apoptose. A

ocorrência de tennotolerâiicia não mduz da fluidez da membrana.

,1.

A lúpertemúa pode danificar não apenas a membrana plasmáüca mas

também membranas inti-acelulares. As alterações da penneabilidade de

membrana induzem alteração da pemieabilidade iônica, auinentaiido o efluxo

de potássio e iüfluxo de cálcio (EVANS, 1989 e DEWEY, 1977). Após a
tennoterapia, o üifluxo de cálcio se reduz e a concenti-ação deste íon livre

aumenta (DEWEY, 1989).
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6.4- Metabolismo energético e da glicose na hipertermia

O metabolismo da glicose encontra-se intimamente ligado aos dos

lipídeos e dos aminoácidos. Estes mecaiiismos metabólicos são dependentes

dos meios intra e extra celulares. Existe uma variabilidade quanto à

metabolização da glicose entre os diferentes tiunores, considerando-se espécie

e sítio de localização. Todavia, alguns padrões metabólicos podem ser

característicos nas diversas lüiliagens.

,'. A glicóUse üifluencia o meio mtracelular (KIM et al., 1978), sendo a sua

taxa dependente de vários fatores (KELLEHER et al., 1995), tais como pH e a

tensão de oxigénio (Oz). A hiperglicemia de ratos portadores de tumor reduz o

pH nas áreas tumorais e nonnais adjacentes ao tunior. Este processo conduz ao

acúmulo de acido láctico em tecidos aquecidos (SAUER et al., 1986).

O potencial hidrogeniônico enconfra-se fortemente associado à relação

lactato/pimvato nas células (STREFFER, 1988). LEE e colaboradores (1986)

estudando o tumor de camundongo SCK, observaram um aumento considerável

(cerca de duas vezes) dos níveis de lactato, após aquecimento a 43,5 C por 30

lïúnutos permanecendo este aumento por até 24 horas. Os autores constatarain

também um acréscimo nos níveis de P-hidroxibutirato. Entretanto, como o

aumento da concentração de lactato era muito maior que a de P-hidroxibutirato,

concluindo-se que o lactato foi o responsável pela possível acidificação do

tunior. Estudos posteriores demonstrarain que o auinento no lactato é mais

dependente das características do tumor e difere entre linhagens sob as mesmas

condições. Todavia, observou-se em todos os tumores um aumento na relação

lactato/pinivato. Estes dados demonstram que a glicólise aparentemente não é

inibida durante a hipertennia e a gUcemia é suficientemente inantida.
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6.4.1- Status metabólico c reação ao aquecimento

A sensibüidade térmica tem se mostrado altamente dependente do pH
tumoral, bem como do status nutricional e energético dos tiimores tratados

(SCíIAEFER et al., 1993). Embora não existain evidências conclusivas

relacionadas à interferência destes fatores, não há dúvidas que a taxa e a

homogeneidade da perfüsão sanguínea desempeiiha mn papel primordial na
detemúnação do status metabólico.

Como consequência patofísiológica da microcü-culação tumoral

inadequada íuncionante (REINHOLD & ENDRICH, 1986), o suprimento e a

drenagem sanguínea em muitos tumores sólidos são restritas à determinadas

áreas, desencadeando então hipóxia tecidual, acidose e depleção energética

(SONG et al., 1980). Paralelamente às taxas de tum-over, o status metabólico

tumoral depende predominantemente (SHAPOT, 1972, VAUPEL et al., 1980 e

VAUPEL et al., 1989) da fimção microcirculatória (figura 6).

..'•
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Transferência de calor

->
pHJRertermiaj pluxo sangj.iíneo tumoral|

<-
Modulação de fluxo

-> 4. <-

Suprimento inadequado de substrato) <-

^.[Status energético deficiente! ^

4. Drenagem de catabólitos] <-

-> 4.pH| <-

T Cetpgênese]

> l T Fosforilação oxidativa) <

T GlÍcólisej

[Formação de edema

[Acidosej _^. (Depleção energética)

Morte celular tumoi <-

Figura 6: Representação esquemática da destruição celular tumoral mduzida

pela hipertermia in vivo ati-avés da modulação da tennosensibüidade por fatores

fisiológicos tais como função microcirculatória (alteração de fluxo sanguíneo),

pH inti-acelular (acidose) e pelo status bioenergético (depleção energética e

restnção de substratos).
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A alteração de fluxo saiigüíneo após aquecíinento em tecidos iionnais é
devido a mecanismos termorregulatórios acompanhados de dissipação de calor.
Dados relacionados à perfusão saiigüínea em tumores huinanos (VAUPEL et
al., 1992) mostram uma grande variabüidade da mesma considerando-se
histologia e sítios primários similares. Após aquecimento destes tumores, as
investigações acerca das alterações de fluxo de saiigue ainda são inconclusivas
(VAUPEL et al., 1993). Experimentos coin tumores de roedores, de variados
volumes e semelhantes taxas de fluxo sangümeo antes do aquecimento,
demonstraram que alterações de fluxo e de disponibilidade de Oz não
dependem, exclusivamente da dose térmica admmistiada e nem da liiiliagem
tumoral investigada, mas também do fluxo sanguíneo dos tumores antes do
tratamento ténnico, bem como do volume tumoral e do sítio de implantação.

O fluxo aumentado registrado em modelos experimentais com tumores
pode ajudar a explicar a não responsividade ao aquecünento de muitos tumores
humanos quando uma situação clínica é criticamente avaliada (WATERMAN
et al., 1991). O aumento do fluxo em tiunores experimentais e humanos pode
resiiltar numa melhor dissipação do calor de modo que temperaturas
terapeuticamente relevantes (41o- 490C) podem não ser atingidas (DICKSON
& CAEDERWOOD, 1980).

0 status bioenergético tumoral "piora" durante a liipertermia
(SCHAEFER et al., 1993) , com a redução do ATP e da fosfocreatina e, do
acréscimo dos níveis de fosfato morgânico (LD..LY et al., 1984). A lúdrólise do
ATP resulta em acúmulo de catabólitos de purina e na formação de protons, os
quais podem contdbuir para a acidose induzida pelo calor. Adicionalmente, a
formação de espécies reativas de oxigénio podem contnbuir para a
citotoxicidade mduzida pela hipertermia.
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6.4.2) Níveis de glicose e de lactato após hipertcrmia

,•.

A glicose tem sido o "termosensor" mais estudado em tumores

experimentais (SHAH et al., 1982 e SHAPOT & BLIBOV, 1974). A depleção

de energia celular resultante de um fornecimento reduzido de nutrientes pode

sensibiüzar células tuniorais à hipertermia. Uma vez que algmis tumores

experimentais exibem decréscimo dos níveis de glicose e de glicose-6-fosfato

após tratamento hipertérmico, tem-se hipotetizado que as células tuinorais

podem tomar-se sensíveis termicamente após hipertermia, mduzmdo uin

possivel feedback posidvo.

As concentrações intratumorais de glicose (SCHAFER et al., 1993 e

STREFFER et al., 1988) pós hipertennia podem ser o resultado de diferentes

mecanismos patogênicos relacionados ao aumento do fluxo sanguíneo arterial e

à expansão do compartimento intersücial.

Após aquecimento terapêutico as concentrações de ácido láctico

aumentam significantemente. Em presença de Oz, o ácido láctico pode ser o

catabólito da glicólise aeróbica e da glutaminólise. O acmnulo de lactato em

tumores é resultante do colapso glicolítico com cerca de 18 vezes menos

ATP/campo do que ocorre com a oxidação normal. A degradação de pünvato a

acetil-CoA e o mecanismo oxidativo seguinte estão prejudicados na lúpertermia

(STREFFER, 1984). Estas alterações metabólicas induzidas pelo calor

conduzem a uma produção aumentada das formas ionizadas do lactato, (3-

hidroxibutirato e do acetoacetato (STREFFER, 1982). O estado redox tainbém

é um bom indicador do oxidação celular após hipertermia, mna vez que a razão

[NAD ]/[NADH] no sítio das oxidoreduções refletem o comportamento

metabóüco dos substratos oxidáveis e reduzíveis (WILLIAMSON et al., 1967)

em presença de atividade enzimáúca aumentada induzida pelo trataineiito

térmico.

30



II) JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

.!•

Considerando a necessidade de se encoiitorar alternativas, para o fratamenlo
das neoplasias gástricas, que sejam mais eficientes e que menos depletem

reservas energéticas, é que se deu início a este trabalho utílizaiido a hipertennia

como modelo experimental. E conliecido que a morte celular tiunoral ocasionada

pela hipertermia é devida principaünente à redução do pH mtracelular. Sabendo-

se então que a acidificação do tecido tumoral pode ser modulada na temioterapia

pela localização tumoral, pela disponibilidade de nutrientes e energia para o
tumor e seu hospedeiro, é que propôs-se os seguintes objetivos:

a) Objctivo Geral

Determinar a ocorrência de possíveis alterações metabólicas em ratos com

implante gástiico de carcinossarcoma 256 de Walker (W256) e submetidos à
hipertermoterapia.

b) Objetivos Específicos

Reproduzir o modelo experimental da hipertermia coin o implante gástrico
de carcmossarcoma 256 de Waücer (W256);

Implantar no Laboratório de Farmacologia Clüüca e Celular a
metodologia das determinações enzimáticas de pimvato, lactato, acetoacetato,
lúdroxibutirato e D-glicose;

Avaliar o status metabólico dos grupos de animais em difereiites tempos

após tratamento térmico, propondo correções se necessárias.

31



II) MATERIAL E MÉTODOS

,'.

l) Ammais experimentais

Forain utilizados ratos Wistar adultos machos (n=96) pesando entre 180 e

250g. Todos os animais receberam ração PURINA com livre acesso à água e

permaiiecendo em ciclo de 12 horas de luz e 12 horas sem luminosidade.

Previamente ao implante gástrico de W256 e ao tratamento térniico os ratos

permaneceram em jejum durante 24 horas com água ad libitum.

2) Grupos de estudo

Grupo SHAM (n=18): Animais controle sãos (não portadores de tumor),

submeüdos à normotermia (NT) com temperaturas entre 37°e 38° C.

Grupo TUM (n:=18): Animais portadores de tumor (W256), submetidos à

normotermia (NT) com temperaturas entre 37°e 38° C.

Grupo HT (n=18): Animais controle sãos (não portadores de tumor), subnietidos

à lüpertennia (HT) com temperaturas enti^e 41 e 42 C.

Grupo TUM + HT (n=18): Animais portadores de tumor (W256), submetidos à

lúpertemüa (HT) com temperaturas entre 41 e 42 C.

De acordo com STONER e colaboradores (1979), as coiiccntiações

sanguíneas de gücose, lactato, corpos cetônicos e de ácidos graxas encontram-se

aumentadas imediatamente após a injúria, sendo normalizadas entre l a 7 dias

após o estresse. Coincidentemente o pico de crescimento tumoral ocorre no 7° dia

pós implante. A partir então dos pressupostos supracitados é que determinou-se

que o tratamento térmico e a coleta de amostras seriam efetuadas no 7° dia pós

implante (de células tumorais ou do veículo).
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Cada giiipo de estudo foi subdividido em 3 subgmpos, sendo submetídos à
hiperterrmia ou à nonnotennia no 7 dia após procedimento cirúrgico {sham ou
com implante tumoral) e avaliados imediatamente (TO), aos trinta (T30) e
sessenta (T60) minutos após ü-atamento ténnico.

3) Material

3.1)Enzimas e outras substâncias

L-Lactato desidrogenase de músculo de coelho - SIGMA - USA
P-Hidroxibutírato desidrogenase de Rhodopseudomonas spheroídes - SIGMA -
USA

Hexoqumase de leveduras - SIGMA - USA
Glucose-6-P desídrogenase de Leiiconosíoc mesenteroides - SIGMA - USA
NADT, do inglês P-Nicodnaimde adenine dinucleotide - SIGMA - USA
NADH, do inglês P-Nicotmanúde adenine dinucleotide (foi-ma reduzida)-
SIGMA-USA

ATP, do mglês Adenosine 5'- triphosphate - SIGMA - USA
Fosfato de potássio monobásico - REAGEN - RJ/BRASIL
Fosfato de potássio dibásico - REAGEN - RJ/BRASIL
Tris (hidroximetil aminometano) - REAGEN - RJ/BRASIL
Hidrato de Hidrazma 100% - REAGEN - RJ/BRASIL

Ácido perclórico (Haloquímica Ind. e Com.Ltda. - SP/BRASIL)
EDTA (ácido etilenodiaminotetraacético) - REAGEN - RJ/BRASIL
Cloreto de magnésio (Grupo Química Industrial Ltda. - RJ/BRASIL
Solução de Ringer com lactato (Gaspar Viana - BRASIL): Frasco com 500 ml

(3,0 g de cloreto de sódio; 0,15 g de cloreto de potássio; 0,10 g de Cloreto de
cálcio dihidratado e 1,55 g de lactato de sódio)
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Ketalar: Cloridrato de ketamina (Ache - BRASIL)

Rompun: Cloridrato de xilazina 20% (Bayer - BRASIL)

Cloraiifenicol: Succmato de cloranfenicol (Prodotti - BRASIL)

Povidine: PolivinilpÜTolidona a 10% (Tecnofarma - BRASIL)

Éter dietíUico (Hoechst - BRASIL)

Nitrogénio líquido (White Martins, São Paulo-SP-Brasil)

Indicador de pH Universal (Poole - Iiiglaterra)

3.2) Equipamentos e instrumentos de laboratório

I.

Balaiiça aiialítíca (modelo H5 - Metüer - Suíça)

Centrífuga refiigerada ( Modelo FR 15 - Fanem - SP - Brasil)

Espectrofotômetro (modelo DU 640 - Beckman - Fullerton - CA - USA)

Potenciômetro (Micronal; pH-mefro B374)

Banho-Mana (modelo 100 - FANEM - SP/BRASIL)

Bomba com equipo de üifíisão para nutiição enteral (B.Brauii - BRASIL)

Termómetro clínico (BD - BRASIL)

Agitador magnético (Dbamstead/Thermolyne, modelo M3 7610-26)

Agitador para tubos de ensaio (Marconi, modelo TE089)

Balança analítica (Marte, modelo AL 200) / Espátulas

Balança para pesagem de anünais (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-damç em metal

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

Freezer e geladeira (Prosdócimo - BRASIL)

Pipeta automática com capacidade para 200-1000 [à (SciTech - Sellex, Inc. -

USA)

Placas de Petri (Pyrex)
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3.3) Material cirúrgico

Tesouras, porta-agulhas, pmças simples e hemostátícas ein inox (Medliglit -
BRASIL)

Lâmüias de bisturi nos 11 e 15

Fios mononylon para sutura n° 4 (Etíücon - BRASIL)

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

Luvas cirúrgicas

Escalpe   19

Câtiula em metal feiiesü-ada 40 x 12 (3 fenestras)

i

i

4) Procedimentos

4.1)TranspIíïnte tumoral e procedimento cirúrgico

A preparação do inoculo e a repicagem do tumor foi efeluada entre o 8 e
o 10° dia pós implaiite (intramuscular na pata traseira) no animal de manutenção
do tmnor. 0 tumor foi retirado e colocado em uma placa de Petri, contendo 9 inl

de solução de Ringer corn lactato com l ml de cloraiifenicol (100 mg/ml).
Transferiu-se o tecido sem focos necróticos para outra placa de Petri contendo a

mesma quantidade de Ringer com lactato e cloranfenicol, onde o tmnor foi

triturado em pequenos fragmentos de aproximadamente 2 mm cada. As placas
foram mantidas sobre uma superfície gelada duraiite os procedimentos
supracitados. A solução com fragmentos foi agitada em agitador (com "bala"
magnética) por 15 minutos e filtrada em gase após, obtendo-se uma solução
contendo as células tumorais em suspensão.
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No tocante à técnica cirúrgica para inoculação do luinor no estômago dos

ratos, os mesmos foram mantidos anestesiados sob ação iiialatória de éter.

Seguiu-se a tecnica descrita por Bróyii (1974) e adaptada por Oliveira, (1997),

determinando após a exposição do estômago a clampeadura em três regiões

gástricas: Foram clampeadas as curvaturas menor e maior do estômago e a

junção gastroesofágica. Este trauma, na mucosa ricamente vascularizada, otimiza

a implantação das células tumorais mesmo na presença de resíduos alünentares

pós jejum destes animais. Após a clampeadura foi administrado l ml de solução

contendo suspensão de células tumorais (10 células) de W256 através de uma

sonda orogástnca (figura 7). Os ratos inoculados foram submetidos no 7° dia pós
cirúrgico ao ti'atamento térmico (NT ou HT). Os animais sham operados foram

submeddos aos inesmos estresse de cimrgia e de aiiestcsia, ao se substituir o

veículo (Ringer-lactato sem células tumorais). O sucesso do implante tumoral

pode ser visualizado nas representações macroscópica e lústológica,

respectivamente nas figuras 8 e 9.
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Figura 9: Fotografias do sucesso do implante tumoral demonstrado histologicamente
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mucosa gástrica (A) e na camada submucosa (B). Fotografias gentilmente cedidas por
Paulo F. M. Oliveira (fonte: Dissertação de Mestrado, 1997).
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4.2) Protocolo experimental

O modelo de tennoterapia (figuras 10 e 11) foi utilizado da segumte
fonna: Uma bomba infüsora bombeou uma solução de Ringer coin lactato
conduzida para aquecimento, através de uina "serpentina", ein banho maria sendo
mfundida por meio do acesso de uma escalpe   19 (inserida no flanco esquerdo)
para a cavidade abdominal do rato. A solução aquecida infundida foi drenada
com o auxílio de outra cânula fenestrada inserida contralateralmente. A infusão
com drenagein contínua foi mantida por 60 minutos estalido os animais sob
anestesia com uma solução mista de xüazina (10 mg/kg i.p.) + ketainina (90
mg/kg i.p.) . O aquecunento para NT (37o- 38° C) ou HT (41o- 42° C) foi mantido
através do controle da temperatura retal. Verificava-se a temperatura previainentc
à colocação do animal no sistema, aos 30 minutos de NT ou HT e únediatamente
após a retirada do mesmo do sisteina de termoterapia. Estando o anünal ainda
sob efeito anestésico foi efetuada abertura cimrgica do abdome do rato,
procedendo-se sequencialmente, a coleta de sangue arterial (2 ml da aorta
abdominal), bem como a retirada do fígado e do estômago, imediatamente (TO) e
aos frinta (T30) e sessenta (T60) minutos após o tratamento térmico.

/-

O material coletado foi conservado em 5 ml de ácido perclórico 0,75 M
("parada" das reações enzimáticas), sendo que as ainostras de tecidos hepático e
gástrico, foram anteriormente conservadas em nitrogénio líquido à temperatura
de -190°C (WOLLENBERGER, 1960; em: VASCONCELOS, 1987) e
posterionnente em 5 ml de ácido perclórico 0,75 M. Após este procedimento as
amostras foram maceradas (com o auxílio de gral e pistilo de porcelana) e
acondicionadas tainbém em ácido perclórico 0,75 M a 190 C. As ainoslras foram
utilizadas em ensaios enzünáticos para determinação de piruvato, lactato, 3-
lúdroxibutirato, acetoacetato e D-glicose. Os tubos de ensaio utilizados para
acondicionar as amostras foram devidamente identificados e pesados antes (PO),
após a de adição de ácido perclórico (Pl), e após a adição das ainostras (P2).
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A imersão em ácido perclórico para precipitação das proteínas e posterior
foi seguida de centrifugação refrigerada a 2000 RPM durante 20 minutos. O
precipitado foi desprezado e o sobrenadante (extrato ácido), colocado em tubos
de ensaio previamente pesados. Os tubos forani novameiite pesados, obtendo-se
desta fornia o volume ácido. O volume ácido foi titulado com Iiidróxido de

potássio 20% até a neutralidade (pH entre 7,0 e 8,0). Novamente procedeu-se a
pesagem dos tubos e centrifugação a 2000 RPM durante 10 minutos, e o extraio
neutro, foi utilizado para a análise dos metabólitos, nas cubetas, através de leitiira
espectrofotométrica (340 nm).

/

I
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5) Determinação dos metabólitos

5.1) Piruvato e acetacetato

,'-

Pimvato e acetoacetato possuem condições de ensaio similares, e podem

ser determinados sequencialmente na mesma amostra e ua mesma cubeta, de

acordo com a combinação de métodos descritos por HOHOROST (1959) e

WILLIANSON (1962):

Sequência da reação:

Pimvato+NADH+H+

Acetoacetato + NADH + H+

LDH

3-OH-BDH

Lactato + NAD+

3-1udroxibutirato + NAD'
->

Solução tampão para o ensaio:

10,0 ml de fosfato de potássio monobásico 0,1 M + 10,0 ml de fosfato de

potássio dibásico 0,1 M (pH final = 6,9)

l,OmldeNADH+0,05M

Água destilada (q.s.p. 100 ml)

O equilíbrio da prüneira reação em pH 7,0 é suficientemente desviado

para a direita, garantindo uma medida quantitativa dos níveis de piruvato desde

que a concentração de NADH não seja inferior a 0,01 mM. Com o mesmo píl e

com o excesso de NADH compatível, pelo menos 98% do acetoacetato é

reduzido para 3-hidroxibutirato. No eataiito, devido a baixa atividade da

preparação de 3-hidroxibutirato desidrogenase, a segmida reação ocorre com uma

velocidade menor que a primeira.

Uma solução jGresca foi preparada para cada ensaio. O voluine total a ser

colocado em cada cubeta foi de 2,0 ml, consistindo de 1,0 ml da amostra

contendo ácido perclórico neutralizado e 1,0 ml da solução tampão. A cubeta

controle continha l inl de água destilada e 1,0 inl da solução tampão do ensaio.
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As leituras (a 340 mn) das amostras foram efetuadas aos 10 e 15 ininutos
anterionnente e após a adição de 0,01 ml (550 U/ mg de proteína a 25" C) de
lactato desidrogenase. Em segiúda, adicionou-se 0,01 ml (3 U/mg de proteína a
25° C) de 3-hidroxibutirato desidrogenase em cada cubeta; as quais foram lidas
novamente após 35 e 45 minutos.

I

5.2) L-Lactato

As concenbrações de lactato foram detennmadas nos tecidos hepático e
gástrico e no sangue de acordo com o método descrito por HOHOROST (1963).

Sequência da reação:
Lactato + NAD+ LDH

> Piruvato + NADH + H+

O equüíbrio desta reação é deslocado para o lado do lactato e NAD . No
entanto, para garantir a conversão do lactato, os produtos da reação devem ser
removidos. Os protons são aprisionados por uma reação alcalina; o piruvato
reage com uma solução de hidrato de hidrazina na solução tampão para formar
piruvato hidrazona e além disso, um excesso de NAD+ e eiizima foram utilizados
para se obter rapidamente o ponto final da reação. A lactato desidrogenase reage
somente com L-(+)-lactato e isto confere especificidade para o ensaio.

Solução tainpão para o ensaio:

40,0 ml de Tris 0,2 moles/L
5,0 ml de lüdrato de hidrazma 100%
25,0 mg de EDTA

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

O pH da solução foi ajustado para 9,5 com ácido lüdroclórico 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 NADT 0,1 M foi adicionado a cada 10 inl de solução

tampão. O volume total em cada cubeta foi de 2,0 ml; 0,2 ml da amostra

neutralizada; 0,8 ml de água destilada e 1,0 nil de solução tampão contendo

NAD 1%. A leitura das cubetas foi efefruada a 340 nm, 35 e 45 minutos após a

adição de 0,02 ml (550 U/ mg de proteína a 25" C) de lactato desidrogenase.

5.3) D-(-)-Hidroxibutirato

As concentrações sangümeas, hepádcas e gástricas de 3-ludroxibutírato

foram determinadas de acordo com o método proposto por W1LLIANSON

(1962):

Sequência da reação:

3-OH-butirato+NAD" 3-OH-BDH
->

Acetoacetato + NADH + H
+

/

O equilíbrio da reação com pH 8,0 foi alcançado quando

aproximadamente 40% do 3-hidroxibutirato foi oxidado a acetoacetato. No

entanto, a presença de hidrazina aprisiona o acetoacetato fomiado como uma

lúdrazona e a reação seguiu quantitativamente da esquerda para a direita.

Solução tampão para o ensaio:

70,0 ml da solução tampão Tris 0,1 moles/L; pH 8,5

0,25 ml de hidrato de hidrazina 100%

25,0 mg de EDTA

Água destilada (q.s.p. 100 ml)

O pH da solução tampão do ensaio foi ajustado para 8,5 com ácido

hidroclórico 5M e a solução pôde ser armazenada por até duas semanas a 4 C.

No início do ensaio, l ml de NAD 0,1 M foi adicionado a 10 ml de solução
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tampão. O volume total em cada cubeta foi de 2 ,0ml, consistindo de 0,5 inl da
amostra neutralizada, 0,5 ml de água destilada e 1,0 ml de solução tampão com
NAD" 0, l M. As cubetas foram lidas a 340 nm aos 50 e 60 minutos após a adição
de 0,01 ml (3 U/mg de proteína a 25 C) da enzima 3-hidroxibutirato
desidrogenase.

5.4) D-Glicose

Os níveis de glicose no sangue, fígado e estômago foi determinada de
acordo com o método descrito por SLEIN (1963).

Sequência da reação:

a)Reação auxiliar

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

Gücose-6-fosfato + NADP G6PD + Mg++-^ 6-fosfogluconato + NADPH +H+

,'- O equilíbrio para a reação indicadora, com pH 7,5 é desviada para a
dü-eita, o que garante o término completo de ambas as reações, desde que a
glicose-6-fosfato fonnada na reação seja rapidamente utilizada na reação
seguinte. Ainda que a hexoquinase cataüse a fosforilação de vái-ios outros
monossacandios, a especificidade do ensaio provém da glicose-6-fosfato
desidrogenase (GéPD), a qual não reage com outras hexoses ou pentoses que não
seja a glicose-6-fosfato.

Solução tampão para o ensaio:

20,0 nil de tampão 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,OmldeNAD+0,lM
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0,13mldeG6PD(lmg/ml)

0,01 ml de hexoqinase (atividade: 130-250 U/mg proteína)

Uma solução fresca foi preparada para cada ensaio. O volmne total em
cada cubeta foi de 2,0 ml, consistindo de 0,1 ml da ainostra neutralizada; 0,9 ml

de água destilada e l ml de solução tampão do ensaio. A cubeta controle possuía
1,0 ml de água destilada e 1,0 ml de solução tampão. Todas as ainostras forain
lidas a 340 mn anterionnente e aos 10 e 15 minutos posteriores à adição de 0,01
inl de hexoquinase.

5.5) Cálculo dos metabólitos no sangue e nos tecidos

'•

Todos os cálculos dos metabóUtos foram baseados nas alterações de

densidade óptica a 340 nm nas amostras conddas das cubetas, observadas após
adição da enzima e subtraídas das mudanças inespecífícas que ocorreram nas
amostras controle. Portanto:

!.

Absorbância (ABS) = (alteração da absorbância da amostra teste) -
(alteração daabsorbância da amostra controle)

Desde que o coeficiente inalar de extüição de NADH seja de 6,22
cm /{imol, a quantidade do substrato é igual a (ABS/6,22) x volmne total da
reação. Este resultado foi então multiplicado por mn fator de diluição para cada
amostra, resultando na concentração do substrato.

Nas amostras

(Peso do tecido + ácido perclórico/peso tecido) x (peso do extrato neutro/ peso do
extrato ácido) x (volume total da reação/volume do extrato neutro) x (ABS/6,22)
= timol do metabólito/mililitro ou grama da ainostra.
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6) DETERMINAÇÃO DO ESTADO REDOX

As concentrações dos substratos oxidados e reduzidos dos sistemas lactato

e 3-lüdroxibudrato desidrogenases foram mensuradas no fígado dos animais. Os
substratos destas desidrogenases encontram-se provavelmente em equilíbrio com
NADT e NADH, e a razão dos dinucleotídios livres foi calculada pela medida das
concentrações dos substratos e da constante de equilíbrio (HOLDE, 1956; em:
VASCONCELOS, 1987).

7.1) Redox citoplasmátíco

O sistema lactato desidrogenase (LDH) através da razão [NAD ]/p^ADH]
reflete o comportamento metabólico citoplasmático do hepatócito, uina vez que a
eiizima LDH encontra-se localizada apenas no citoplasma, catalisaiido a reação:

Lactato + NAD+

-4- ^ Pimvato + NADH + H+

'. Desde que esta desidrogenase seja altamente atíva no fígado, aceita-se que
esta reação tende para o equilíbrio. Portanto, a seguinte equação deve ser coiTeta:
K.LDH = [piruvato] x [NADH] / [lactato x NAD], onde KLDH é a constante de
equilíbrio. Deduz-se portanto a seguinte fórmula para o cálculo do estado redox
citoplasmático:

[NAD+]/[NADH] = [piruvato]/[lactato] + 1/K

Considerando que as concentrações de pimvato e lactato tenliam sido
mensuradas no fígado e o valor de KLDH detenninado in vitro tenlia sido de 1,11
x IO'4 (WILLIANSON et al., 1966), a razão [NAD+]/[NADH] no compaitimento
citoplasmático pode ser calculada utilizando-se a fórmula supracitada.
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I. 7.2) Redox luitocondrial

O sistema P-hidroxibutírato desidrogenase através da razão [NAD
r]/[NADH] reflete o comportamento metabólico initocondrial do hepatócito ,

uma vez que a enzima 3- P-BDH encontra-se localizada na crista mitocondrial
catalisando a reação:

3-hià-oxibutirato + NAD-Í—^ Aceloacetato + NADH + H+

Uma vez que esta enzmia é metabolicamente ativa no liepatócito, adinite-
se que esta reação esteja em eqmlíbdo. Portaiito, a seguiiite reação deve ser
correia:

/•

KIIBD =: [acetoacetato] x [NADH]/[3-lüdroxibutirato x NAD']

. Deduz-se portanto a seguinte fónnula para o cálculo do estado redox
mitocondrial:

[NAD+]/[NADH] == [acetoacetato]/[3-hidroxibutu-ato] x 1/ KWD

Uma vez que as concentrações de acetoacetato e de 3-hidroxibutirato
foram mensuradas no fígado e o valor de KHBD determinado m vi iro de 4,93 x 10
-2 (W1LLIANSON et al., 1966), pode-se então calcular a razão [NAD+]/[NADH]
no comportamento mitocondrial do hepatócito através da fónnula supracitada.

8) ANÁLISE ESTATÍSTICA

,1.

Os resultados foram expressos como média ±EPM acompaiiliado do
numero de observações (n). A significância estatística foi calculada de acordo
com a análise de variância (ANOVA) para determinação das diferenças entre os

gmpos, e com o teste de Fisher; obedecendo os níveis de signifícância de /?<0,05.
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4) RESULTADOS

l) Efeitos do procediinento cirúrgico, da anestesia e do tratainento térmico

na sobrevida dos ratos

Neste estudo, obteve-se apenas 10% de óbito de todos os animais

utilizados sendo 5% devido à ocorrência de abcesso de parede abdominal ou

sepse, 2% em razão de inadequação da dose de anestésico administrada, e cerca

de 2% de óbito devido ao aumento da temperatura corpórea acima de 42 C

(dados não mosti'ados). Corn relação aos outros animais não incluídos no

estudo, estão os que desenvolveram termotolerâacia (1%) como descrito em

titeratura. A variação de temperatura no tratamento térmico dos gmpos

conti-oles e experimental foi de cerca de 1° C. Os valores das concentrações dos

metabólitos avaliados nos gmpos controles (animais sham operados) foram

semelhantes àqueles encontrados em ratos não tratados (BRODY, 1994).

2) Efeitos da hipertennia sobre a concentração (|AM) sanguínea de lactato,

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

gástrico de W256, avaliados nos tenipos zero (TO), trinta (T30) e sessenta

(T60) minutos pós termoterapia.

As determinações bioquímicas das amostras de sangue, pemütiram

observar que a hipertermia induziu significativas alterações metabólicas. Estas

alterações foram constatadas através do aumento das concentrações de lactato

(figura 12) nos grupos experimentais Sham-HT e Tumor-HT nos tempos TO,

T30 e T60, sendo menor neste último tempo T60. Observou-se também

elevação das concentrações de lactato nos animais do gmpo tumor

(nonnotermia).
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Com relação ao piruvato sanguíneo (figura 13) o mesmo apreseiitou os

mais baixos níveis no grupo Tumor nos tempos TO e T30 minutos coniparados

aos grupos Sham e Sham-HT, respectivamente. Constatou-se, no entaiito, uin

aumento da concentração deste metabólito no gmpo Tumor-HT aos 30 e 60

minutos pós hipertemua, em comparação ao restante dos grupos.

Os mveis sangüíueos de glicose (figura 14) pós hipertennia, moslraraiii-

se elevados lios gmpos Tumor, Sham-HT e Tumor-HT no tempo zero; nos

animais dos gmpos Sham-HT e Tumor-HT aos ti'mta e sessenta minutos pós

hipertermia. Constatou-se uma menor elevação da concenfração de glicose

sanguínea nos gmpos Tumor e Tumor-HT aos sessenta minutos pós

hipertermia. O pico do auinento dos níveis de glicose sanguínea foi

curiosamente observado em todos os gmpos.

O valores absolutos das concentrações saiiguíneas de lactato, piruvato e

glicose dos aiümais dos gmpos Sham e Tumor podem ser visualizados na

tabela l e dos ratos submetidos à hipertermia, na tabela 2.
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Figura 12: Concentração de lactato no sangue de ratos (n=6) controle e de

ratos portadores de implante gástnco de carcinossarcoma 256 de Walker

submetidos à nonnotennia (NT) ou à hipertennia (HT). Os níveis sanguíneos

de lactato forain avaliados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos

após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como média±EPM

das concentrações de lactato em pM. * (p<0,05) representa significância

estatística com relação ao gmpo Sham; # (p<0,05) corn relação ao gmpo Tumor

e <|> (p<0,05) em comparação com o grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de

Fisher).
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Figura 13: Concenti-ação de piruvato no sangue de ratos (n=6) conti-ole e de

ratos portadores de implante gásüico de carcmossarcoma 256 de Walker

submetidos à nonnotermia (NT) ou à hipertermia (HT). Os níveis sanguíneos

de piruvato foram avaüados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60)

minutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como

média±EPM das concentrações de pimvato em pM. * (p<0,05) representa

significância estatística com relação ao gmpo Sham; # (p<0,05) com relação ao

gmpo Tumor e <|> (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT (ANOVA,

Teste de Fisher).
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Figura 14: Concentração de glicose no sangue de ratos (n=6) controle e de
ratos portadores de implante gástnco de carcmossarcoma 256 de Walker
submetidos à nonnotemüa (NT) ou à hipertennia (HT). Os níveis sanguíneos

de glicose foram avaliados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos
após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como média+EPM
das concenti-ações de gUcose em (iM. * (p<0,05) representa significância
estatística com relação ao gmpo Sham; # (p<0,05) corn relação ao gmpo Tumor

e <t> (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT (ANOVA, Teste de
Fisher).

55



Tabela l- Alteração nas concentrações (p.M) sanguíneas de lactato,
pü-uvato e glicose em ratos (n=6) controle e em ratos portadores de
implante gástrico de W256, avaliados nos tempos zero (TO), trinta (T3)0 e
sessenta (T60) mmutos pós normoterinia (37° -38° C).

Grupos tiM TO T30 T60

SHAM

Lactato 1J49±0,004
5

0,884±0,021

Piruvato 0,131±0,007 0,124±0,007

Glicose 5,152±0,223 4,998±0,237

1,471±0,043*

0,141±0,006

6,440±0,228*

TUMOR

Lactato 4,162±0,162 3,41610,159

Piruvato 0.067±0.004 0,083±0,004

Glicose 6,039±0,031 4J95±OJ15*

1,778±0,098*

0,142±0,010*

5,072±0,353*

* (p<0,05) quando comparado com tempo zero (TO); e # (p<0,05) com o gmpo
Sham (controle) com o tempo correspondente.

Tabela 2- Alteração nas concentrações (p-M) sanguíneas de lactato,
piruvato e glicose em ratos (n=6) controle e em ratos portadores de
implante gástrico de W256, avaliados nos tempos zero (TO), trinta (T30) e
sessenta (T60) pós hipertermia (41° -42° C).

Grupos iiM TO T30 T60

SHAM-HT

Lactato 3,81110,227 4J38±0,074 1,969±0,043*

Piruvato 0,199±0,012 0,216±0,007* 0,134±0,004*

Glicose 10,984±0,387 12,476±0,350* 11,12310,554

TUMOR-HT

Lactato 3,937±0,248 4J99±OJ33# 2,222±0,123*

Piruvato OJ75±0,005 0,157±0,008*# OJ69±0.005#

Glicose 12,903±0,468# 8,957±0,410*# 8,839±OJ33*#

* (p<0,05) comparado com tempo zero (TO); e # (p<0,05) em relação ao grupo
Sham-HT (controle) com o tempo correspondente.
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3) Efeitos da hipertermia sobre a concentração sanguínea (fiM) de

acetoacetato e de P-hidroxibutirato, e sobre a produção total de corpos
cetônicos (KB) em ratos controle e em portadores de W256, avaliados nos
tempos 0,30 e 60 minutos após termoterapia.

Com-relação às dosagens de corpos cetônicos, os níveis sanguíneos de
acetoacetato (figura 15) no TO mantiveram-se aumentados nos animals dos

grupos Sham-HT e Tumor-HT. Já aos 30 e 60 minutos, além dos gmpos
submetidos à hipertennia, também foram observadas concentrações elevadas
deste metabólito nos grupos Tumor. Esta elevação apresentou-se de forma mais
marcante, aos sessenta minutos pós hipertermia nos ratos do grupo Tumor-HT.

As concentrações de P-hidroxibutirato (figura 16) mensuradas

ünediatamente (TO) e aos sessenta (T60) minutos após normotennia e a
hipertermia, apresentaram-se elevadas nos gmpos Tumor, Sham-HT e Tumor-
HT. O pico de aumento destes níveis foi mais evidente no tempo zero após a
termoterapia, declinando posteriormente nos tempos T30 e T60. No entanto as
concentrações de P-hidroxibutirato no T30, mostraram-se aumentadas com
relação aos seus controles apenas nos anünais submetidos ao tratamento

hipertérmico. Os valores absolutos dos níveis de acetoacetato e de |3-
hidroxibutirato, assim como a concentração total de corpos cetônicos no sangue
de ratos sham operados (gmpo controle) e portadores de ünplante gástrico de
carcinossarcoma 256 de Walker podem ser visualizados nas tabelas 3
(normotermia) e tabela 4 (hipertermia).
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Figura 15: Concentração de acetoacetato no sangue de ratos (n=6) conti-ole e
em ratos portadores de implante gástrico de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos à nonnotennia (NT) ou à hipertermia (HT). Os níveis sanguíneos
de acetoacetato foram avaliados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60)
minutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como
média±EPM das concenti^ações de acetoacetato em (J,M. * (p<0,05) representa
significância estatística com relação ao grupo Sham; # (p<0,05) com relação ao
gmpo Tumor e ^ (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT (ANOVA,
Teste de Fisher).
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Figura 16: Concentração de P-hidroxibutirato no sangue de ratos (n=6)

controle e em ratos portadores de implante gástrico de carcinossarcoma 256 de
Walker submetidos à nonnotennia ÇNT) ou à hipertermia (HT). Os níveis

sanguíneos de p-hidroxibutirato foram avaliados aos zero (TO), trinta (T30) e

sessenta (T60) minutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram
expressos como média±EPM das concentrações de P-hidroxibutirato em pM. *

(p<0,05) representa significância estatística com relação ao gmpo Sham; #

(p<0,05) com relação ao grupo Tumor e <|> (p<0,05) em comparação com o

gmpo Sham-HT (ANOVA, Teste de Fisher).
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Tabela 3- Alterações nas concentrações sanguíneas (p.M) de acetoacetato e

hidroxibutirato e na produção total de corpos cetônicos (KB) avaliadas nos

tempos 0, 30 e 60 minutos pós normotermia em ratos controle e eni

portadores de implante gástrico de carcmossarcoma 256 de WaBker.

Grupos 4M TO T30 T60

SHAM Acetoacetato 0,085tí),004 0,065±0,007* 0,0760±0,007

Hidroxibutirato 0,061±0,002 0,077±0,005* 0,061±0,003

TUMOR Acetoacetato 0,089±0,002 0,102±0,006 0,219±0,011

Hidroxibutirato 0,10010,007 0,076±0.004*
7 7 0,103±0,006

Total (KB) SHAM

TUMOR

0,14610,006

0,188±0,009

0,141±0,012

0,177±0,010#

0,137±0,009

0,322±0,017*#

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

coin o gmpo Sham (conti-ole) no tempo correspondente.

Tabela 4- Alterações nas concentrações sangumeas (p.M) de acetoacetato e

hidroxibutirato e na produção total de corpos cetônicos (KB) avaüadas nos

tempos 0, 30 e 60 minutos pós hipertemria em ratos controle e em

portadores de ünplante gástrico de carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos ílM TO T30 T60

SHAM-HT Acetoacetato OJ68±0,011 0,219±0,010* OJ16±0,006*

Hidroxibutirato | 0,297±D,007 0,099±0,004* 0,077±0,006*

TUMOR-HT Acetoacetato 0,172K),010 OJ97±0,023 0,276±0,021*

Hidroxibutirato | 0,310±0,016 0,189±0,004* 0,129±0,010
?

Total (KB) SHAM-HT 0,464±0,018 0,386±D,014 0,194±0,012

TUMOR-HT 0,482±0,034
? 5

0,178±0,010*# 0,404±0,030*#

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

com o gropo Sham-HT (controle) nos tempos correspondentes.

60

I



4) Efeitos da hipertermia sobre a concentração (p.M) de lactato, piruvato e
glicose no tecido gástrico de ratos (n=6) controle e em ratos portadores de
implante gástrico de W256 avaliados nos tempos zero (TO), trinta (T30) e

sessenta T60 pós termoterapia.

.;•

O aumento na concentração de lactato observada com o tratamento

normoténnico comparando-se com os animais do grupos Sham e Tumor não
foram alterados no tempo de 30 minutos (figura 17).Uma maior elevação das
concentrações de lactato foram observadas imediatamente (TO), após a

hipertemiia nos gmpos Sham-HT e Tumor-HT. A hipertermia induziu aumento
dos níveis de lactato no grupo Sham-HT, aos trinta e sessenta minutos pós
hipertermia, embora de menor amplitude que no tempo zero. Já com relação
aos grupos Tumor e Tumor-HT, observou-se concentrações menores do

metabólito nos tempos T30 e T60.

Os níveis de pimvato no tecido gástrico (figura 18) dos grupos Sham e
Tumor, praticamente não foram alterados com a normotermia nos diferentes
tempos avaliados (TO, T30 e T60), no entanto foram constatadas concenü-ações
2 vezes maiores para os anünais portadores de W256. A hipertermia afetou os
animais do grupo Tumor-HT nos três tempos; por outro lado elevou de maneira
signifícante os níveis de lactato principalmente no tempo de trinta minutos.

Não foram observadas alterações nas concentrações de glicose no

tecido gáâtnco (figura 19) imediatamente após a hipertermia, exceto no grupo
Tumor-HT, no qual foi observado um aumento, no tempo TO, com posterior
declínio após 30 e 60 minutos. As concentrações de glicose nos três tempos foi
similar, com uma ligeira porém signicativa alteração aos sessenta minutos nos
ratos portadores de W256 (Tumor) submetidos ao tratamento normotérmico.
As concentrações de glicose no animais dos grupos Sham-HT e Tumor-HT, por
outro lado, mostraram-se significativamente elevadas nos tempos T30 e T60
após hipertermia.
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Os valores absolutos das concentrações de lactato, pimvato e de glicose

no tecido gástrico de ratos sham operados e iiaquclcs portadores de

carcinossarcoma 256 de Walker, submetidos à normoterapia (Sliam e Tmnor) e

lüpertennia (Sham-HT e Tumor-HT) podem ser visualizados, respectivamente
na tabela 5 e na tabela 6.

,'-
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Figura 17: Concentração de lactato no tecido gástnco de ratos (n=6) controle e

de ratos portadores de implante em estômago de carcinossarcoma 256 de

Walker, submetidos à normotermia (NT) ou à hipertennia (HT). Os níveis de

lactato no tecido gástiico foram avaliados aos zero (TO), trmta (T30) e sessenta

(T60) minutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos

como média±EPM das concentrações de lactato em |^M. * (p<0,05) representa

significância estatística com relação ao gmpo Sham; # (p<0,05) com relação ao

gropo Tumor e <j> (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT (ANOVA,

Teste de Fisher).
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Figura 18: Concenti-ação de pimvato no tecido gástrico de ratos (n=6) controle
e de ratos portadores de implante em estômago de carcinossarcoma 256 de
Walker, submetidos à normotenma (NT) ou à hipertermia (HT). Os níveis de
pimvato no tecido gástnco foram avaUados aos zero (TO), trinta (T30) e
sessenta (T60) mmutos após NT (3r C) e HT (42° C). Os valores foram
expresses como média±EPM das concentrações de pimvato em ^M. * (p<0,05)
representa significância estatística com relação ao grupo Sham; # (p<0,05) com
relação ao gmpo Tumor e <|) (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT
(ANOVA, Teste de Fisher).
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Figura 19: Concentração de glicose no tecido gástiico de ratos (n=6) controle e
de ratos portadores de implante em estômago de carcinossarcoma 256 de
Walker, submetidos à normotemúa ÇSÍT) ou à hipertennia (HT). Os níveis de
glicose no tecido gástrico foram avaüados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta
(TOO) mmutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos
como média±EPM das concentrações de gUcose em yM. * (p<0,05) representa
sigmficância estatística com relação ao grupo Sham; # (p<0,05) corn relação ao
gmpo Tumor e <f) (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT (ANOVA,
Teste de Fisher).
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Tabela 5— Alteração nas concentrações de lactato, piruvato e glicose (tiM)

no tecido gástrico de ratos (n=6) controle e de ratos com implante de W256

em estômago, avaliados nos tempos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60)

minutos pós normotermia (3 f -38 C).

Grupos tiM TO T30 T60

SHAM

Lactato 0,683±0,027 0,784±D,015 1,615±0,027*

Piruvato 0,130±0,010 0,099±0,031 0,104±0,007

Glicose 3,965±OJ51 5,0042±0,5278 4,735±0,275*

TUMOR

Lactato 4,840±D,183# 5,533±0,235# 2,309±0,157*#

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) qiiando comparado com tempo zero (TO); e # (p<0,05) comparado

com o gmpo Sham (controle) no tempo correspondente.

Tabela 6- Alteração no tecido gástrico das concentrações (p.M de lactato,

piruvato e glicose em ratos (n=6) controle e com implante de W256 em

estômago, avaliados nos tempos TO, T30 e T60 pós típertermia (41° -42°
C).

Grupos tiM TO T30 T60

SHAM-HT

Lactato 3,464±0,098
5 5

3,777±0,222 4,844±0,680*

Piruvato 0,205±0,009 0,195±0,022 0,139±0,009*

Glicose 4,143±0,254 3,113±0,274* 3,580±0,150*

TUMOR-HT

Lactato 7,505±0,162 5,736±0,268# 3,900±0,326*

Piruvato 0,364±0.014 0,442±0,013*# 0,282±0,009*#

Glicose 5,149±0,176# 3J66±0.226* 4,435±0,332*#

* (p<0,05) quando comparado com tenipo zero (TO); e # (p<0,05) comparado

com o gmpo Sham-HT (conti-ole) no tempo correspondente.

66



I.

5) Efeitos da hipertermia sobre a concentração (pM) de acetoacetato e de

P-hidroxibutírato, e sobre a produção total de corpos cetônicos (KB) no

tecido gástrico de ratos controle e de ratos com W256 implantado em
estômago avaliados nos tempos zero (TO), trinta (T30) e sessenta CT60)
minutos após termoterapia.

Ao analisar os níveis de acetoacetato (figura 20) nas amostras de tecido

gástrico, observou-se que a nonnoterapia, no TO não induziu modificações nos
gmpos Sham e Tumor. Enfretanto, no mesmo tempo (TO) foi detectado uma
sigifícativa elevação das concentrações deste corpo cetônico nos grupos Sham-
HT e Tumor-HT ocasionada pela hipertermia. O pico do aumento dos níveis de
acetoacetato em todos os grupos experimentais ocorreu aos trinta minutos pós
tratamentos nonnotémúco e hipertérmico, sendo mais evidente no gmpo Sham-
HT. Foi observado, aos 60 minutos, uma tendência ao retomo dos níveis de

acetoacetato aos valores obtidos no tempo zero após a tennoterapia ÇNT ou
HT); não sendo evidenciadas diferenças estatísticas entre as concentrações
deste metabólito nos quatro gmpos de estudo.

Com relação às alterações dos níveis de P-hidroxibutirato (ïïgura 21),

foi constatado no tempo zero um aumento significativo no grupo Tumor e em
ratos sham operados (Sham-HT) e portadores de implante gástrico de W256
(Tumor-HT) submetidos à hipertermia. Uma maior produção de corpos
cetônicos nestes animais foi observada imediatamente após ao tratamento
hipertérmico, em comparação com os outros tempos avaliados. A normotermia
e hipertermia, após trinta minutos, não induziu alterações nas concentrações de
P-hidroxibutirato nos quatro grupos experimentais e, curiosamente os menores
valores deste metabólito após tratamento térmico foram encontrados neste
período. Entretanto, a análise das amostras de tecido gástrico, aos sessenta
minutos pós termoterapia, demonstrou que elevação nas concentrações de p -
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hidroxibutirato voltaram em todos os grupos com relação ao tenipo T30. Ainda
com relação-aos triiita minutos após trataiiiento ténnico, apeiias o gmpo

Tumor-HT apresentou aumento nos níveis de P-lúdroxibutírato. Aos sessenta

mmutos de tennoterapia, todos os gmpos mantiverain elevadas suas

concentrações de p-hidroxibutirato com relação ao grupo Sham, embora com

valores semelliantes entre si.

,'-
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Figura 20: Concentração de acetoacetato no tecido gástrico de ratos (n=6)
controle e de ratos portadores de implante em estômago de carcinossarcoma
256 de Walker, submetidos à normotermia (NT) ou à hipertemúa (HT). Os
uiveis de acetoacetato no tecido gástrico foram avaliados aos zero (TO), trinta
(T30) e sessenta (T60) minutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores
foram expressos como média±EPM das concentrações de acetoacetato em ^iM.
* (p<0,05) representa signifícância estatística com relação ao gmpo Sham; #
(p<0,05) com relação ao gmpo Tumor e (f) (p<0,05) em comparação com o
gmpo Sham-HT (ANO VA, Teste de Fisher).
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Figura 21: Concentração de P-hidroxibutirato no tecido gástnco de ratos (n=6)
controle e de ratos portadores de implante, em estômago, de carcinossarcoma
256 de Waücer, submetidos à normotemúa (NT) ou à hipertermia (HT). Os

níveis de p-hidroxibutirato no tecido gástnco foram avaUados aos zero (TO),
trinta (T30) e sessenta (T60) mmutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores

foram expressos como média+EPM das concenti'acoes de P-hidroxibutirato em

pM. * (p<0,05) representa significância estatística com relação ao gmpo Sham;

# (p<0,05) com relação ao gropo Tumor e ^ (p<0,05) em comparação com o

gmpo Sham-HT (ANO VA, Teste de Fisher).
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Os valores absolutos das concenti-ações de acetoacetato e de P-

hidroxibutirato, bem como sua produção total após termoterapia podem ser

visualizadas na tabelas 7 e na tabela 8.

Tabela 7- Alterações no tecido gástrico das concentrações (\ïM) de

acetoacetato e hidroxibutirato e da produção total de corpos cetônicos

(KB) avaliadas nos tempos TO, T30 e T60 minutos pós normotermia em

ratos controle e em portadores de carcinossarcoma 256 de Walker

implantado em estômago.

Grupos ïtM TO T30 T60

SHAM Acetoacetato 0,302±0,002 0,650±0,039* 0,318±0,030

Hidroxibutirato 0,121±0,006 OJ16±{).014 0,253±0,008*

TUMOR Acetoacetato 0,281±0,016 0,936±0.039* 0,417±0,014*

Hidroxibutirato 0,351±0,020 0,087±0,007* 0,365±0,013

Total (KB) SHAM 0,423±0,008 0,766±0,053:t! 0,571±0,039*

TUMOR 0,633±0,035 1,023±0,060*# OJ82±0,027*#
? ?

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

comparado com o gmpo Sham (controle) no tempo correspondente.
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Tabela 8- Alterações no tecido gástrico das concentrações (p.M) de

acetoacetato e hidroxibutirato e da produção total de corpos cetônicos

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

controle e em portadores de carcinossarcoma 256 de Walker ünplantado

ein estômago.

Grupos \lM TO T30 T60

SHAM-HT Acetoacetato 0,382±0,002 1,084±0,140* 0,405±0,017

Hidroxibutirato 0,570±0,023 0,105±0,012* 0,337±0,011*

TUMOR-HT Acetoacetato 0,564±0,017# 0,812±0,049*# 0,347±0,008*

Hidroxibutirato 0,332±0,020# 0,087±0,007*# 0,128±0,010*#

Total (KB) SHAM-HT 0,952±0,024 1,189±OJ52* 0,742±0,027*

TUMOR-HT 0,896+0,023 0,899±0,158# 0,476±0,018*#

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

comparado com o gmpo Sham-HT (controle) no tempo correspondente.
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6) Efeitos da hipertermia sobre a concentração ([iM) de lactato, piruvato e

glicose no ïïgado de ratos (n=6) controle e em ratos portadores de implante

gástrico de W256, avaliados nos tempos zero (TO), trinta (T30) e sessenta

(T60) após termoterapia.

,'.

O tratamento normotérmico, nos três tempos avaliados não alterou as

concentrações de lactato (figura 22) nos animais sham operados (grupo Sham),

observando-se, no entanto, elevação dos níveis deste nietabólito no grupo

Tumor. A hipertermia induziu aumento significativo das concentrações de

lactato em cerca de 4 vezes nos gmpos Sham-HT e TuiTior-HT, com relação

aos seus controles (Sham e Tumor), nos tempos TO e T30, apresentaiido aos

sessenta minutos pós termoterapia um declínio das concentorações deste

metabólito no grupo Sham-HT e manutenção da elevação no grupo Tumor-HT,

respectivamente. Em todos os tempos avaliados, o gmpo Tumor-HT apresentou

níveis de lactato hepático maiores que os outros grupos, sendo que o pico deste

aumento constatado aos trinta minutos após hipertermia.

As concentrações hepáticas de pimvato (figura 23) não se apresentaram

alteradas no grupo Sham, quando avaliado nos três tempos. A mesma

observação pode ser feita para o gmpo Sham-HT, nos tempos T30 e T60. Os

níveis mais altos de pimvato foram constatadas imediatamente (TO) após

tratamento térmico no grupo Tumor-HT e nos animais shain operados (Sham-

HT)., sendo maiores neste último nos tempos avaliados.
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Figura 22: Concenti-ações hepáticas de lactato em ratos (n=6) conti-ole e em
ratos portadores de implante gástnco de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos à normotermia (NT) ou à hipertennia (HT). Os níveis hepáticos de

lactato foram avaliados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos

após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como média±EPM

das concentrações de lactato em pM. * (p<0,05) representa significância

estatística com relação ao gmpo Sham; # (p<0,05) com relação ao gmpo Tumor

e <]> (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT (ANOVA, Teste de

Fisher).
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Figura 23: Concentrações hepáticas de piruvato em ratos (n=6) controle e em
ratos portadores de ünplaate gástnco de carcinossarcoma 256 de Walker
submetidos à normotermia (NT) ou à lúpertemúa (HT). Os níveis hepáticos de
piruvato foram avaliados aos zero (TO), trmta (T30) e sessenta (T60) minutos
após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como média±EPM
das concenti-ações de pimvato em pM. * (p<0,05) representa significância
estatística com relação ao gropo Sham; # (p<0,05) com relação ao gmpo Tumor
e <|) (p<0,05) em comparação com o grupo Sham-HT (ANOVA, Teste de
Fisher).
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No tocante às concentrações hepáticas de glicose hepática (figura 24)
não foram observadas alterações das mesmas no gmpo Sham em nenhum dos
tempos analisados. Níveis maiores de glicose forain detectadas aos tonta
mmutos pós hipertemúa nos aniniais dos grupos Sham-HT e Tumor-HT. A
hipertennia per si (Sham-HT) induziu elevação das concentrações de glicose
hepática nos animais sham operados nos três tempos avaliados sendo,
coincidentemente mais evidente aos trinta minutos após tratamento térmico.
Não foram observadas variações nas concenti'acoes deste metabólito em função
da normotennia (animais sham operados) nos três tempos de avaliação.

Os valores absolutos das concenti-ações de lactato, pimvato e D-glicose
em ratos submetidos à normotemüa e à hipertermia podem ser visualizadas,
respectivamente, na tabelas 9 e na tabela 10.

..'•
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Figura 24: Concentrações hepáticas de D-glicose em ratos (n=6) controle e em
ratos portadores de implante gástrico de carcmossarcoma 256 de Walker
submetidos à nonnotemúa (NT) ou à hipertemúa (HT). Os níveis hepáticos de
D-gUcose foram avaUados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos
após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como média±EPM
das concentrações de D-glicose em pM. * (p<0,05) representa significância
estatística com relação ao grupo Sham; # (p<0,05) corn relação ao gmpo Tumor
e <|) (p<0,05) em comparação com o gropo Shain-HT (ANOVA, Teste de
Fisher).
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Tabela 9— Alteração nas concentrações hepáticas (^M) de lactato, piruvato

e glicose em ratos (n=6) controle e em ratos coin ünplante gástrico de

W256, avaUados nos tempos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60)

minutos pós nonnotermia (3T'-38° C).

Grupos llM TO T30 T60

SHAM

Lactato 0,784±0,015 1,615±0,227

Piruvato 0,104±0,007 0,199+0,013

Glicose 5J99±0,275 5,004±0.528

0,683±0,027!1:
?

0,130±0,010

3,965±0,151*

TUMOR

Lactato 5.53310.235 3,416±OJ59
?

Piruvato 0,207±0,010 OJ71±0,004

Glicose 5,726+0,277

1J77±0,098*
7

0,244±0,007*

4,488±OJ01* 4,246±OJ37*

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

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

Tabela 10- Alteração nas concentrações hepáticas ({iM) de lactato, pimvato e

gücose em ratos (n=6) sham operados e com implante gástiico de W256,

avaUados nos tempos TO, T30 e T60 pós hipertermia (41°-^2° C).

Grupos [iM TO T30 T60

SHAM-HT

Lactato 3,811±0,227 4,138±0,074 1,969±0,043*

Piruvato 0,199±0,012 0,216±0,007* 0,134±0,004*

Glicose 10,984±0,386 12,476±OJ50* 11J23±0,554

TUMOR-HT

Lactato 3,937±0,247 4J99±0.133# 2,222+0,122*

Piruvato 0,175±0,005 0,157±0,008!1!# 0,169±0,005#

Glicose 12,903±0,468# 8,96±0,410*# 8,839±0,133*#

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

comparado com o gmpo Sham-HT (controle) no tempo correspondente.
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7) Efeitos da hipertermia sobre a concentração hepática (p-M) de

acetoacetato e de p-hidroxibutirato, e sobre a produção total de corpos
cetônicos (KB) em ratos controle e em ratos com implante gástrico de
W256, avaliados nos tempos zero (TO), trinta CT30) e sessenta (T60)
minutos após termoterapia.

t

A hipertermia induziu redução significativa das concentrações hepáticas
de acetoacetato (figura 25) nos tempos T30 e T60. Os animais controle (Sham)
e portadores de tumor (Tumor) apresentaram elevação gradual dos níveis de

acetoacetato ao longo dos tempos avaliados, como esperado em situações de
jejum Este aumento foi mais evidente no grupo Tumor aos sessenta minutos

apôs normotermia.

.•-

Os níveis de P-hidroxibutirato nos grupos Shain-HT e Tumor-HT

mantiveram-se elevados em comparação com seus respectivos controles (Sham
e Tumor) imediatamente após hipertermia (TO). O maior pico das
concentrações deste corpo cetônico foi detectado nos animais sham operados
(Sham-HT) e portadores de implante gástrico dc W256 (ïumor-HT)

submetidos à hipertennia.

Os valores absolutos das concentrações hepáticas de acetoacetato e de P -

hidroxibutirato, bem como a produção total de corpos cetônicos no fígado de
ratos sham operados e naqueles portadores de implante gástrico de

carcinossarcoma 256 de Walker, submetidos à termoterapia podem ser
visualizados na tabela 11 (normotermia) e na tabela 12 (hipertemiia).
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Figura 25: Concentrações hepáticas de acetoacetato em ratos (n=6) controle e

em ratos portadores de implante gástiico de carcinossarcoma 256 de Walker

submetidos à normotemúa (NT) ou à hipertermia (HT). Os níveis hepáticos de

acetoacetato foram avaüados aos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60)

mmutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram expressos como

média±EPM das concenti-ações de acetoacetato em |^M. * (p<0,05) representa

significância estatística com relação ao grupo Shani; # (p<0,05) com relação ao

grupo Tumor e <|) (p<0,05) em comparação com o gmpo Sham-HT (ANOVA,

Teste de Fisher).
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Figura 26: Concentrações hepáticas de P-hidroxibutirato em ratos (n=6)

controle e em ratos portadores de implante gástnco de carcinossarcoma 256 de

Walker submetidos à normotermia (NT) ou à hipertemúa (HT). Os mveis

hepáticos de p-hidroxibutirato foram avaüados aos zero (TO), trinta (T30) e

sessenta (T60) minutos após NT (37° C) e HT (42° C). Os valores foram

expresses como média+EPM das concentrações de P-hidroxibutirato em (ÍM. *

(p<0,05) representa sigiúficância estatística com relação ao grupo Sham; #

(p<0,05) com relação ao gmpo Tumor e <|) (p<0,05) em comparação com o

grupo Sham-HT (ANO VA, Teste de Fisher).
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Tabela 11- Alterações hepáticas das concentrações (p.M) de acetoacetato e

hidroxibutirato e da produção total de corpos cetônicos (KB) avatíadas nos

tempos TO, T30 e T60 mmutos pós normotermia (37°- 38° C) em ratos
controle e em ratos com implante gástrico de carcinossarcoma 256 de

Walker.

Grupos ílM TO T30 T60

SHAM Acetoacetato 0,085±0,004 0,065±0,006* 0,076±0,006

Hidroxibutirato | 0,061±0,002 0,077±0,052* 0,061±0,003

TUMOR Acetoacetato 0,088±0,002 OJ02±0,006 0,219±0,011

Hidroxibutirato 0,010±0,007 0,076±0,004* OJ03±0,006

Total (KB) SHAM OJ46±0,006 0,141±0,012 0,136±0,009

TUMOR 0,188±0,009 0,177+0,010 0,322±0.017*#
7

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

com o gmpo Sham (controle) no tempo correspondente.

Tabela 12- Alterações hepáticas das concentrações (p.M) de acetoacetato e

Mdroxibutirato e da produção total de corpos cetônicos (KB) avaüadas nos

tempos TO, T30 e T60 minutes pós típertennia em ratos controle e em

ratos com implante gástrico de carcinossarcoma 256 de Walker.

Grupos \tM TO T30 T60

SHAM-HT Acetoacetato 0.246±0,001 0,156^005* 0,278±0,080*

Hidroxibutirato | 0,171±0,020 0.092+0.001 * 0,181±0,001*

TUMOR-HT Acetoacetato OJ65±0,012
?

0,251±0,011 0,342±0,004*

Hidroxibutirato ] 0,170±D,002 0,079±0,003* OJ71±0,001
7

Total (KB) SHAM-HT 0,417±0,021 0,248±0,005 0,45910,080

TUMOR-HT 0,535±0,014 0,329±D,014* 0,513±0,004:i:#
?'

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

comparado com o gmpo Sham-HT (controle) no tempo correspondente.
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8) Efeitos da hipertermia sobre os estados redox citoplasmático e
mitocondrial em ratos controle e em ratos com implante gástrico de W256,
avaliados nos tempos zero (TO), trinta (T30) e sessenta (T60) minutos após
normotermia e hipertermia.

Ao avaliar o estado redox citoplasmático ([pimvato]/[lactato]), não
foram observadas alterações na relação [NADT]/[NADH] no gmpo Sham nos
tempos zero e sessenta minutos pós nonnotennia. A hipertermia per si
diminuiu a taxa de reações de oxiduredução no grupo Sham-HT. O mesmo
fenómeno foi observado nos animais portadores de implante gástrico de
carcinossarcoma 256 de Walker submetidos à normotermia e à hipertermia.
Curiosamente, os menores valores foram observados no tempo T30 pós
tratamento hipertérmico, nos grupos Sham-HT e Tumor-HT, e aos sessenta
minutos pós hipertemüa no gmpo Tumor.

No tocante à avaliação do estado redox mitocondrial,
([acetoacetato]/[hidroxibutirato]) observou-se um aumento significativo na
razão [NAD ]/[NADH] nos gmpos Sham-HT e Tumor-HT, comparados aos
seus controles (Sham e Tumor), em todos os tempos avaliados. Entretanto, foi
constatado, aos trinta minutos pós tratamento téniúco (NT e HT), um declínio
mais acentuado nos valores desta razão em todos os grupos experimentais,
exceto nos animais do grupo Sham.

Os valores absolutos das razões [NAD+]/[NADH] do estado redox dos
gmpos estudados podem ser visualizados na tabela 13 e na tabela 14.

.f-
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Tabela 13- Alterações no estado redox citoplasmático [NAD ]/[NADH] de
ratos controle e de ratos portadores de implante gástrico de

carcinossarcoma 256 de Walker, avatíados nos tempos zero (TO), trinta

(T30) e sessenta (T60) minutos após normoterDnia -> NT (37o- 38° C) e
Upertermia^ HT (41°-42°C).

Grupo / tempo SHAM: TUMOR SHAM-HT TUMOR-HT

TO 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±11J6*# 191,92±27,22*#

T60 633,94±13,39 | 239,64±27,80* | 399,70±13,63*# | 359,00±14,26*#

Os resultados foram expressos com média+EPM, com um número de 6

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

Tabela 14- Alterações no estado redox mitocondrial [NADT]/[NADH] de

ratos controle e de ratos portadores de implante gástrico de
carcinossarcoma 256 de Walker, avaliados nos tempos zero (TO), trinta

(T30) e sessenta (T60) minutos pós normotermia -^ NT (37o- 38° C) e
típertermia-> HT (41o- 42° C).

Grupo / tempo SHAM TUMOR SHAM-HT TUMOR-HT

TO 3,823±0,496 6,697±0,282* 69,034±1,007*# 30,740±2,277*#

T30 9,496±0,986 | 6,980±0,293* | 14,996±1,339*# | 7,764±0,188*#

T60 6,861±0,270 I 4,794±0,435* | 16,856±2,057*# | 12,414±2,068*#

Os resultados foram expressos com média±EPM, com um número de 6

experimentos. * p<0,05 comparado com o gropo Sham, e # p<0,05 em relação
ao gmpo tumor.
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V- DISCUSSÃO

O papel bioquímico do fluxo sangumeo no trataiTiento hiperténnico de
tumores consiste na sua mfluência sobre o pH, a pressão tecidual de Oz e sobre
a condição nutricional do portador de tuinor. Estes fatores alteratn a
tennosensibilidade dos tecidos, de forma que em presença de uin meio
orgânico ácido, a citoxicidade induzida pela hipertentiia é potenciada (LILLY
et al., 1984; WIKE-HOOLE et al, 1984; RHEE et al, 1985 e VAUPEL et al,

1988).

A sensibilidade ténnica relativa às células endoteliais é pouco
conliecida. Sabe-se, no entanto, que a tennoterapia ocasiona danos tainbéin às
células tumorais ao longo da parede capilar. A lise das células endoteliais e
tumorais lesadas coiiduz, inevitavelmente, à estase e oclusão vascular. A

redução ou cessação de fluxo saiïguíneo durante a hipertennia pode contribuir
para o auinento da temperatura e para o declínio do pH celular, inais
marcantemente no tecido tiunoral que no nonnal.. Pode-se, então esperar iiin
efeito citotóxico muito maior no tumor que na celular nonnal (KANG et al.,

1980).

^

A morte celular (apoptose) induzida pela hipertermia correlaciona-se
positivamente com a resposta antitiunoral (TOYOTA, N. et al., 1997).
Investigando mecanismos pêlos quais o calor afeta as células tumorais, KIM e
colaboradores (1978) propuseram que em condições de hipóxia, a via
glicolítica (piincipalmente a anaeróbica) é o sítio primário do daiio
hipertérmico que conduz à apoptose. A hipertennia eiii nosso traballio iiiduziu
aumento na concentração de glicose no fígado e no sangue dos ratos sham
operados e nos portadores de implante gástrico de W256. DI-PIPETTE e
colaboradores (1986) postularam que a redução do fluxo sanguíneo devido à
hiperglicemia no carciiiossarcoma 256 de Walker é primariainente devido a
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uma redução no débito cardíaco. Em 1986, SAUER e colaboradores, sugeriram

que a inibição sclctiva tumoral da glicólise e um efeito tuinoricida podein ser

mduzido com o uso de análogos apropriados de glicose. SHAH e colaboradores

(1982) propuscrain que a hiperglicemia aliada a mn imunoesliinulaiUe não

específico poteciariam a apoptose himoral, induzida pela hipertennia.

O tratamento hiperténnico em humaiios modula as subpopulações de

células mononucleares sanguíiieas e as natural killer, bem conio as respostas

proliferativas Imfocitárias (DOWNING et al., 1987 e ZANKLER & LANCE,

1982). Além disso, a hipertemüa encontra-se associada coin o aumento na

produção de TNF interferon gama (IFN y) e interleucitia 2 (KAPPEL et al.,

1995). O processo de crescüneno tumoral envolve uina variedade de interações

célula-célula e célula-matriz extracelular mediada por inoleculas de adesão

celular. As moléculas IÇAM-1 (do inglês intercelular adliesion molecule-1) e

VCAM-1 ( do mglês vascular cell adliesion molecule) são glicoproteíiias up-

reguladas por IL-1, TNF-a e IFN y. Na hipertermia são encoiitradas

concentrações de TNF e de 1L-2 auinentadas. ICAN-1 e VCAM-1 encontram-

se elevadas em pacientes portadores de neoplasia gástrica (VELIKOVA, 1997).

Poder-se-ia então, especular que ein iiossos experimentos a hipertemiia lio rato

portador de implante gástrico de W256 induziria, através de citociiias, a

expressão de moléculas de adesão.

Em situações hipercatabólicas como sepse e câiicer, a glicemia encontra-

se íreqüentemente aumentada. LOSSER e colaboradores (1994) postularain que

a glicose modula respostas metabólicas, heinodmâinicas e üiflamatórias ein

èoelhos sépticos. Propuseram ainda que esta modulação encontrava-se

associada à liberação auinentada de TNF, em até 4 vezes. A ativação de

macrófagos e linfócitos pela implantação de células tumorais de W256

aumentam a conversão da glicose a lactato (FERNANDES et al., 1996a). Estas

células do sistema imune potenciam suas atívidades secretórias e prol iferati vás

mediante implaiite tumoral, liberando TNF e ocasionaiido caquexia, a qual
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encontra-se associada a níveis plasmáticos aumentados de Iionnônios
catabólicos e à redução da insulinemia em ratos portadores de W256. Em 1996,
NETO e colaboradores observaram que em ühotas pancreáticas isoladas de
ratos portadores de carcinossarcoma 256 de Walker existia um prejuízo lia
secreção de msulma. Os principais transportadoras de glicose nestes ratos são
as GLUT-1 e GLUT-4 (FERNANDES et al., 1996b).

O auinento na fomiação de ácido láctico após ti'ataineiito ténnico indiiz
declínio do pH tumoral resultando em lesão vascular e hipóxia. Uin auineiito
considerável das concentrações de lactato, pós hipertermia, nas ainostras
gásüricas, hepádcas e de sangue forain constatadas 110 presente traballio, bem
como um aumento nos níveis de hidroxibuürato e de acetoacetato. Este fato

sugere a possibilidade de ocorrência de acidez tmnoral pós hipertermia nos
animais estudados. Os achados de LOSSER (1994), com relação à elevação dos
níveis de lactato e de glicose em animais lüpercatabólicos, corroborain os
resultados de nosso estudo.

•<

,1.

Tecidos neoplásicos, os quais possuem metabolismo aumentado,
encoutrani-se em rápida divisão celular, necessitando portanto de uin fluxo
sanguíneo adequado para o fornecimento de substratos essenciais ao seu
crescimento. A depleção energética celular resultante de uin fornecimento
nutricionabdeficiente pode sensibilizar células tuinorais à hipertennia, uma vez
que tumores experimentais (como o tumor de Walker) exibein reduzidos níveis
de glicose e de glicose-6-fosfalo após trataineiito ténnico (STIíEFFER & VAN
BEUNIGEN, 1987). Eiitretanto, estas alterações metabólicas possuem grandes
variações entre linhagens celulares e, encontrain-se relacionadas às
modificações de fluxo sanguíneo e ao desenvolvimento de edema intersticial
durante o aquecünento. As altas taxas de glicose em tecidos tumorais após
lúpertennia ein nosso estudo podein ser o resultado de diferentes estudos
patogenéticos: l) Devido ao aumento, pelo inenos temporário, do fluxo
sanguíneo e de uma glicemia 20% maior no sangue arterial (MAYER et al.,

87



1992) e; 2) Devido a uma expaiisão do comparti mento iiitersticial (cdeina), no
qual o mvel de glicose é maior que no meio intracelular.

Outro metabólito que merece atenção especial na hipertermia é o lactato.
O acúmulo de lactato observado nos animais submetidos à hipertennia podem
ser o resultado de uma intensa atividade glicolítíca indiiziiido produção
reduzida de ATP. Em comparação com a oxidação da glicose ein condições
nonnotémiicas existe uma redução na produção de ATP em cerca de 18 vezes
(STREFFER, 1990).

,'-

A degradação do pimvato a acetil-CoA e a consequente via oxidativa
encontram-se prejudicadas na Iiipertennia (STREFFER, 1984). Este fciiôinciio
foi observado, em iiosso Iraballio, através da redução das conceiitrações de
pimvato e de lactato sanguíneas e hepáticas nos ratos sham operados e nos
portadores de tmnor subinetídos à hipertennia. Esta alterações inetabólicas
podein ter induzido uma elevação na produção das fornias ionizadas de lactato,
3-1udroxibutirato e acetoacetato. Estes metabólitos, de baixo pH e oconentes
no jejum, contribuem como detenninantes na acidifícação do tecido tumoral
após hipertennoterapia.

BURGER (1970) submetendo ratos albinos wístar machos à hipertennia
(42,5° C) e avaliando a atividade enzimática sérica dos niesmos, constatou
aumento na concentração de ácido láctico e na atividade da fosfatase alcalina.
Esta última é indicadora de lesão no fígado, como confirmado histologicainente
por OLIVEIRA (1997) através da observação de picnose hepática pós
hipertermia. Ainda no mesmo estudo BURGER (1970) observou um aumento
na atividade das ti-ansamüiases glutâmico oxalacétíca e glutâmico pirúvica e lia
atividade enzimátíca da lactato desidrogenase. Estas observações corroborani
os achados de nosso trabalho, no qual constatou-se elevação lia alividade da
LDH (estudo piloto) e nas concentrações de hidroxibutirato e de lactato no

88



aniinais sham operados e nos ratos com iinplante gástrico de carcinossarcoina
256 de Walker submetidos à hipertemiia.

.,'•

DICKSON e colaboradores (1979) constataram que a glicólise
anaeróbica é relativamente resistente quando comparada com o processo
aeróbico. È aceitável portanto, que a glicólise aumenta nos tumores aquecidos
para compensar a via aeróbica diminuída resultando na fonnação de ácido
láctico. No entanto, não apenas a taxa de formação mas também a drenagem de
metabóUtos enconlra-se prejudicada, resultaiido em acúmulo de ácido láctico,
propiciando morte tumoral. Com relação ao aumento dos iiíveis de
lüdroxibutirato pós hipertermia, constatadas no presente trabalho, obtivemos o
inesmo fenómeno observado por STEFFER e colaboradores (1981) ao
comprovarem acúmulo de ácido hidroxibutírico em tumores da linhagein SKC,
submetidos ao tratamento lüpertérmico. Sabe-se que na P-oxidação, para
conversão de acetíl-CoA a coqios cetônicos (LEHNINGER, 1995) o
hidroxibutirato é liberado para os tecidos periféricos (incluindo tuinores) para
sua utilização como fonte energética no ciclo do ácido tricarboxilíco. Portanto,
uma vez que o hidroxibutirato fonnado no fígado e a coiicenhração de lactato
nos tecidos periféricos (LEE et al., 1986) tenliain seus níveis aumentados em
tumores aquecidos, pode então ocorrer o acúmulo de lactato lias ainostras
estiidadas. Outra explicação plausível para a elevação da coiicentração de
hidroxibutirato é que ein tumores aquecidos, a pO; reduziiido-se após lesão
vascular induz acúmulo de ácido lúdroxibutírico não sendo este metabólito

utilizado eficientemente (STREFFER et al., 1981). A síntese hepática de
lúdroxibutirato pode estar elevada aüida como consequência do estresse
sistémico associado à hipertermia. SAUER e colaboradores (1986) postularam
que um aumento na disponibilidade de ácidos graxas livres e/ou de coq)os
cetônicos atuariam como um estímulo para o crescimento tumoral duraiite o
jejum agudo em ratos portadores de W256. Foi encontrado em nossos
resultados iim aumento temporal na concenti'acao de corpos cetônicos nos ratos
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sham operados e nos portadores de implante gástrico de carcinossarcoma 256

de Walker, similarmente ao metabolisino de jejum.

A sensibilidade ténnica tem mostrado ser muito depeiidente do pH

tumoral e do status nutricional de tumores tratados termicamente, bem coino da

microcirculação tumoral inadequadainente funcioiiaiite nos inesnios

(REINHOLD, 1988 e VAUPEL, 1990). Em tumores de baixo fluxo, como o

carcinossarcoma 256 de Walker, o status bioenergético e a dissipação de calor

são limitadas pelo tecido conectivo. Além disto, a estrutiira intrínseca do tuiiior

de Walker é composta de uina mistura de células endoteliais e tuinorais,

estando assim mais susceptíveis à lesão e à perda de mtegiidade funcioiial

ocasionada pela hipertennia.

'.

O toratainento hiperténnico ocasiona ainda desestabilização e lise de

membranas celulares, liberando ácidos graxas livres, aminoácidos e espécies

oxigénio e nitrogénio reativas. Além disso, interfere na atividade eiizimática de

enzimas mitocondriais e provoca fragmentação de DNA (MIRKES, 1997) da

célula aquecida principalmente naquelas na fase G l de divisão celular,

cuüninando com apoptose (SAK.AKURA et al., 1998).

O milieii tuinoral e o comportamento inetabólico dos substratos

oxidáveis e redutíveis ([NAD ]/[NADH]) são ünportantes em nosso estudo, na

detenninação da atividade das enzimas LDIi e P-BDH. O cálculo das

concentrações dos substratos rediizidos e oxidados, dos sistemas lactato e

lüdroxibutirato dos animais estudados, possibilitou a avaliação do estado redox

citoplasmático e mitocondrial, respectivamente. O uso do sistema p-

lúdroxibutirato/acetoacetato para avaliação da razão [NADT]/[NADH]

nütocondrial foi primeiramente discuddo em 1963 por KLINGENBERG &

HÁFEN e por BORST (em: WILLIAMSON et al., 1967). Em 1960,

LEHNINGER e SUDDUTH & WISE (em: WILLIAMSON et al, 1967)

postularam que este sistema é rapidamente reversível e que sua atividade
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encontra-se em equilíbrio lio fígado de ratos. BÜCHER & RÜSSMANN (1963)
propuseram que dos três sistcinas desitlrogenases, o sistema lactato/pinivalo é o
que mais rapidamente foniece valores confiáveis, para a razão
[NAD+]/[NADH] citoplasmática, considerando-se uma variedade de situações.

Frequentemente é observado um acréscimo no estado redox após
a hipertermia; parecendo ser consequência da redução do suprimento saiigüíneo
aos tumores (STREFFER 1990; VAUPEL 1990); conduzindo à alterações
metabólicas refletidas através dos níveis de ATP. Os estados redox
mitocondrial e citoplasmático dos ratos submeddos à hipertemúa encontrarain-
se alterados, deinonstrados através do deseqiiilíbrio da relação
[NAD+]/[NADH]. A elevação a redução nos estados redox mitocondrial e
citoplasmátíco, respectivameiite, evidenciou valores semelhantes aos
encontrados em presença de hiperglicemia, sendo este úlliino fenôineno
constatado nos ratos submetidos à hipertemúa em nosso trabaUio Isto levou-iios
a hipotetizar que houve prejuízo na respiração celular destes aiúinais, a partir
de um fluxo sanguíneo reduzido e consequente redução da oxigenação tecidual.
No tocante ao estado redox na cetogênese, sabe-se que a P-oxidação elevada,
observada em nosso estudo, pode ser devida a mn decréscimo iia concentração
liepática de oxaloacetato devido à rápida conversão deste metabólito a
fosfoenolpimvato e subsequentemente a glicose (W1LLIAMSON et al., 1967).

Então pode-se conjeturar que se o potencial redox ümita, possivelmente
o grau de redução do NAD , outros fatores podem detenninar o estado redox
encontrado em no preseiite trabalho. Entre estes fatores pode-se citar: a)
concentrações dos substratos oxidados e reduzidos pelas desidrogenases e; b)
taxa de remoção do NADH pela cadeia respiratória, sendo esta drenagem
conü-olada pelas concentrações de ADP (adenosma difosfato) e de Pi (fosfato
morgânico) e pêlos ésteres acil-CoA.
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inorgânico) e pêlos ésteres acil-CoA.
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VI -CONCLUSÕES

l) O sistema utilizado para tratamento ténnico em ratos sham operados e
em outros com implante gástrico de carcinossarcoma 256 de Walker é viável
para estudo de alterações metabólicas em lüpertennia;

,.'•
2) A lüpertemiia altera o perfil bioquímico de ratos sadios e de portadores

de tumor. As alterações metabólicas constatadas neste estudo forain mais
evidentes imediatamente após o tratamento térmico;

3) O aumento das concentrações de lactato, 3-liidroxibutírato e

acetoacetato pós hipertennia, sugerem elevação da atívidade enzimática das

desidrogenases láctica e da p-hidroxibutírica conduziiido ao amneiito da

atividade glicolítica nos animais estudados;

4) Após constatação de um aumento mais evidente na produção de corpos
cetônicos e de lactato em decorrência da hipertennia, sugere-se que uma

possível apoptose tumoral foi favorecida através de redução do píl lumoral
devido à presença de fornias ionizadas dos metabólitos supracitados, e à
deficiente oxigenação tecidual.
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VII) MECANISMO PROPOSTO

Os dados do presente estudo deinonstraram que a hipertennia exerce
iüfluência tanto sobre o inetabolismo da célula normal quanto o da célula
tumoral.

Tal pressuposto foi constatado através do aumento das concentrações de
lactato, p-hidroxibutirato e acetoacetato, bem com de D-glicose. Sabendo-se
então, que o portador de carcmossarcoma 256 de Walker (W256) possui baixa
msulinemia, e que a hipertei-mia per si afeta o fluxo sangumeo e a atividade
enzünática, principalmente da lactato desidrogenase, é que hipotetizamos o
seguinte: No modelo de implaiite gástrico de W256, os aiiimais submetidos ao
ti-atamento hiperténnico apresentaram aumento das concentrações teciduais de
glicose devido tanto à hipomsulmemia, quanto à redução do fluxo sangumeo
com consequente edema intersticial. Já a elevação dos níveis de lactato foi,
provavelmente devida à intensa glicólise, estando prejudicada a conversão de
piruvato a acetil-CoA. Estas alterações metabólicas coüduziram à depleção
energética, bem como a mn aumento na cetogênese e na geração de ácido
láctico, ácido hidroxibutírico e ácido acetoacético. A drenagein dimmuída e o
acúmulo destes catabólitos reduzem, após hipertennia, o pH no tmnor
induzmdo, provavelmente apoptose (a ser posterionnente investigada).

,1.

Ao se detemunar então, as possíveis vias metabólicas afetadas pela
hipertermia, podería-se viabilizar o controle do estresse catabólico encoiitrado
uo tratamento do câncer. Isto poderia ser efetuado através da manipulação
fannacológica de substratos, citocinas e honnônios regulatórios das vias
glicolítíca e da P-oxidação favorecendo um status nulricional adequado ao
portador de tumor gástrico.

93



ESQUEMA DO MECANISMO PROPOSTO
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