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RESUMO



A sindrome da caquexia tumoral € um distirbio sistémico muito grave que
envolve alteragdes fisicas e metabolicas, podendo estar presente em até 80% dos portadores
de tumor. Muitos érglos e tecidos nfo acometidos diretamente pelo tumor podem
apresentar alteragdes graves na sindrome. Os tecidos mais ntensamente atingidos séo o
muscular esquelético e o adiposo. Embora haja uma vasta literatura sobre o assunto,
estudos clinicos e experimentais sobre os vasos pré-existentes no hospedeiro sdo muito
raros. Assim, o objetivo desse estude foi avaliar as possivers alteragbes morfologicas ¢
enziméaticas da aorta de ratos portadores uma neoplasia induzida pelo metil-colantreno
{Sarcoma), nos estagios mais avangados da doenga.

Exames bioquimicos ¢ hematoldgicos foram realizados para avaliar o perfil
clinico dos animais. As constantes cinéticas da SSAO (Constante de Michaelis - K ¢
Velocidade Méxima - Vi) foram calculadas utilizando-se a benzilamina como substrato.
As analises morfologicas das aortas foram feitas através de medidas morfométricas ¢ de
estudos de ultraestrutura, Espessura da camada média, densidade de niicleos, didmetro

interno menor, area luminar ¢ namero de lAminas elasticas foram quantificadas.

Os ratos portadores da neoplasia apresentaram sinais de um desgaste fisico
generalizado, com baixo peso, anemia, hipoalbuminemia, hipoglicemia, distirbios
eletroliticos e acidose metabdlica. A Vi da SSAQ mostrou uma queda estatisticamente
significativa de 35%, sem que houvesse diferenga detectdvel no K. A medida de espessura
da camada média da aorta mostrou-se significativamente menor (Controle=50,04 + 2,54 ¢
Sarcoma=38.37 + 4,26 um, p<0,01). O exame da ultraestrutura do vaso revelou atrofia das
células de musculo liso, com uma consideravel redugéo do tamanho celular, uma cromatina

nuclear mais densa e irregularidades nos limites citoplasmaticos.

Os resultados deste estudo permitiram concluir que as alteragBes
morfolégicas & o comportamento da SSAC nas aortas dos animais com a neoplasia sdo

semelhantes as alteracBes descritas em aortas de ratos senis.

Resumo
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1. INTRODUCAO



1.1, CAQUEXIA TUMORAL

Os tumores malignos podem ser considerados parasitas do organismo onde
ocorrem, pois dependem do hospedeiro para sua nutrigio (DILLS, 1993). Precocemente,
sdo produzidos fatores tumorais que estimulam o crescimento dos vasos do hospedeiro,
formando uma nova rede vascular que invade o tecido em formagfio e que permite o aporte
nutricional necessario para o crescimento tumoral (FOLKMAN, 1990). Ea partir dos vasos
neoformados, também, que sio transportadas células tumorais e substincias sintetizadas
pela neoplasia. Estabelecida a neovascularizagdo, o tumor pode continuar seu crescimento.

Durante o desenvolvimento tumoral, ocorre uma série de efeitos no
hospedeiro, efeitos estes que dependem do tipo de neoplasia e de respostas individuais do
organismo portador. Por exemplo, uma neoplasia relativamente pequena pode causar
muitos sintomas, enquanto que outra, pode produzir poucos sintoxnas, permanecendo oculta
até que esteja avangada demais e aparegam metastases (RUDDON, 1987).

Os efeitos podem ser locais, através da compressio, invasao e destruigéo dos
tecidos normais, podendo ocorrer sangramento, infecgfes secundarias e sintomas agudos
causados pela ruptura ou pelo infarto da massa tumoral (COTRAN, KUMAR, COLLINS,
1999},

Qintomas distantes do crescimento tumoral, causados por fatores circulantes
sintetizados em certos tipos de cAncer ¢ chamados coletivamente de Sindromes
Paraneoplisicas podem representar as manifestagdes mais precoces de uma neoplasia
oculta. Os diversos sintomas incluem a hiponatremia, hipercalcemia € hipoglicemia, além
de sindromes neuromidpéticas, desordens dermatolégicas, da coagulagio ¢ outras
complicagdes (ABELOFF et al., 1995).

Pacientes com cncer em progressio e, especialmente, aqueles nos estagios
terminais de tumores solidos, comumente apresentam a sindrome da caquexia tumoral, que
pode estar presente em até 80% deles (ALBRECHT & CANADA, 1996). Além de ser a
causa da morte de um nimero significativo de pacientes (WARREN, 1932; INAGAK],
RODRIGUEZ, BODEY, 1974) e prejudicar de forma insidiosa a qualidade de vida, a

caquexia afeta negativamente o curso das intervengdes terapéuticas. A freqii€ncia de
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resposta ¢ a tolerdncia 4 quimioterapia ¢ a radioterapia estio significativamente reduzidas e
as complicagBes cirfirgicas, aumentadas (MULLEN ez al., 1979, DeWYS et al., 1980,
MEGUID ef al., 1983; TISDALE, 1993).

Diversos fatores circulantes vém sendo investigados como mediadores da
sindrome da caquexia tumoral. A produgfo prolongada de citocinas pelo hospedeiro em
resposta a0 crescimento tumoral parece ser a causa principal dos graves sinais € sintornas
dessa sindrome (MATTHYS & BILLIAU, 1997). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-ct),
interleucina-1, interleucina-6, interferon-y e fator de inibigiio da leucemia, isoladamente e
em comjunto, sio os principais mediadores estudados (MOLDAWER, GEORGIEFF,
LUNDHOLM, 1987, TISDALE, 1993; STRASSMAN & KAMBAYASHI, 1995;
ROUBENOFF, 1997).

De acordo com as publicagdes de KERN & NORTON (1988) ¢ HOLLAND
et al. (1993), as manifestacdes fisicas e bioquimicas descritivas da caquexia tumoral séo:

FISICAS BIOQUIMICAS
desgaste dos tecidos do hospedeiro anemia
anorexia hipoalbuminemia
atrofia da musculatura esquelética | hipoglicemia
miopatia acidose latica
perda acelerada de gordura hiperlipidemia
balango negativo de energia intolerdncia & glicose
atrofia de Orgos viscerais

O metabolismo intermediario de carboidratos, proteinas e gorduras €
afetado, como também, o metabolismo energético, sendo que o pior impacto prognéstico
estd relacienado 4 deplecio protéica (NIXON er al., 1980).

Os tecidos muscular esquelético e adipose do hospedeiro sofrem intensa
deplegdo como comseqiiéncia da anorexia e do hipercatabolismo lipidico ¢ protéico
(HEYMSFIELD & MCMANUS, 1985; KERN & NORTON, 1988; DOUGLAS & SHAW,
1990; TISDALE, 1993; DWORZAK et al., 1998). O masculo esquelético, representando a
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maior massa protéica do organismo, ¢ gravemente afetado. LUNDHOLM et al. (1980),
ntilizando wm modelo ammal de sarcoma induzido pelo metil-colanfreno, determinaram
que 50% do nitrogénio e carbono do tecido tumoral se originaram da quebra de misculo
esquelético do hospedeiro. De acordo com DeWYS ef al (1980), em pacientes que
apresentam perda de peso, o enfraquecimento dos misculos respiratdrios ¢ uma das
principais causas de redugio do tempo de sobrevida.

Além do tecido muscular esquelético, também sfo relatadas alteragles no
miisculo cardiaco. Perda de proteina, de massa muscular e afrofia celular foram descritas
tanto em estudos experimentais com animais quanto em pacientes humanos com tumores
localizados em outros érgios (HEYMSFIELD & McMANUS, 1985; SJIOSTROM et al.,
1987, TESSITORE, et al., 1993; CARBO et al., 1997). |

No figado estio aumentadas a gliconeogénese a partir de aminoacidos do
musculo esquelético, a sintese de glicose a partir do lactato produzido pelo tumor (Ciclo de
Cori), assita como a sintese de protefnas de fase aguda, contribuindo para um aumento
transitorio do drgio (KARLBERG, KERN, FISCHER, 1983; BACCINO er al, 1986,
TESSITORE, BONELLIL BACCINO, 1987, DOUGLAS & SHAW, 1990; FEARON et al,,
1991; BARACOS, et o, 1995). Além disso, SEELAENDER er al (1996) observaram
esteatose hepatica em ratos portadores do tumor de Walker 256, uma neoplasia
experimental que induz a sindrome da caquexia.

Os rins ¢ o bago também podem apresentar um aumento transitorio, seguido
de regressio e atrofia, observados em ratos portadores de tumores experimentais ndo
envolvendo esses 6rgios (TESSITORE ez al., 1993, De BLAAUW eral., 1997).

Também sdo descritas alteragdes no consumo de subsiratos pelos orglos do
hospedeiro. No cérebro, 4 utilizagio da glicose ¢ severamente deprimida e corpos cetbnicos
tornam-se 0 combustivel metabolico alternativo (MULLIGAN & TISDALE, 1991; DILLS,
1993). O metabolismo da glutamina, um aminoacido utilizado por células {1morais como
substrato energético (KOVACEVIC & MORRIS, 1972), estd alterado nas células da
mucosa intestinal de ratos portadores de sarcoma induzido pelo metil-colantreno (De
BLAAUW et al., 1997). A presenga do tumor estaria associada a um aumento da deplegdo

da glutamina intracelular, conduzindo a distirbios no crescimento ¢ diferenciagio de
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enterdcitos e conseqiiente perda da fungfo da mucosa como uma barreira a
macromoléculas,

Estudos sobre alteragBes estruturais ou funcionais dos vasos
sangiiineos pré-existentes associadas & caquexia tumoral, entretanto, sdo raros.
Considerando-se que a desnutrigio ¢ um dos componentes da sindrome da caquexia
tumoral, os resultados obtidos por YOSHIDA et al. (1995), trabalhando com aortas
de ratos desnuiridos, foram as unicas referéncias pertinentes ao assunto encontradas
na literatura. Os autores descrevem alteragdes morfologicas na adventicia e na
camada média da aorta abdominal e uma diminuig#io da resisténcia do vaso, avaliada
pela tensiometria longitudinal, estando o enfraquecimento da parede da aorta,
possivelmente associado as modificagbes da sua estrutura. Coincidentemente, os
autores também citam a raridade de dados de literatura sobre o assunto.

De fato, os estudos sobre desordens vasculares associadas ao céncer se
referem a complicacdes causadas por efeitos locais, como a compresséo ¢ oclusdo
do vaso, ou como expressdo de outras desordens paraneopldsicas ou, ainda, pelo
impacto de terapias anti-tumorais, sendo que as principais complicagdes descritas
sio as tromboses, as tromboembolias e as vasculites (NASCHITZ ef al., 1996).

E, no minimo, intrigante que muito pouco tenha sido estudado sobre os
efeitos da presenca de um tumor que induz & caquexia no tecido vascular pré-
existente do hospedeiro, j& que é um tecido extremamente extenso ¢ dos primeiros a
ter contato com os fatores produzidos pelo tumor. Pode-se supor, por exemplo, que
os efeitos sistémicos que ocorrem na sindrome da caquexia tumoral, atinjam
também os vasos do hospedeiro nfio envolvidos diretamente no crescimento
neoplésico.

Estudos das caracteristicas estruturais e do comportamento funciaﬁal
desses vasos permitiria delinear ainda melhor o quadro geral dos pacientes com

&

céncer.
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enterécitos ¢ conseqiiente perda da fungdo da mucosa como uma barreira a
macromoléculas.

Estudos sobre alteragBes estruturais ou funcionais dos vasos
sangiineos pré-existentes associadas & caquexia tumoral, entretanto, sdo raros.
Considerando-se que a desnutricdo ¢ um dos componentes da sindrome da caquexia
tumoral, os resuitados obtidos por YOSHIDA et al. (1995), trabalhando com aortas
de ratos desnutridos, foram as tinicas referéncias pertinentes ao assunto encontradas
na literatura. Os autores descrevem alteragdes morfologicas na adventicia ¢ na
camada média da aorta abdominal e uma diminui¢io da resisténcia do vaso, avaliada
pela tensiometria longitudinal, estando o enfraquecimento da parede da aorta,
possivelmente associado as modificagdes da sua estrutura. Coincidentemente, 0s
autores também citam a raridade de dados de literatura sobre o assunto.

De fato, os estudos sobre desordens vasculares associadas ao cancer se
referem a complicagdes causadas por efeitos locais, como a compressdo © ocluséo
do vaso, ou como expressido de outras desordens paraneoplasicas ou, ainda, pelo
impacto de terapias anti-tumorais, sendo que as principais complicagdes descritas
sio as tromboses, as tromboembolias € as vasculites (NASCHITZ et al., 1996).

E, no minimo, intrigante que muito pouco tenha sido estudado sobre os
efeitos da presenga de um tumor que induz 2 caquexia no tecido vascular pré-
existente do hospedeiro, j& que é um tecido extremamente extenso ¢ dos primeiros a
ter contato com os fatores produzidos pelo tumor. Pode-se supor, por exemplo, que
os efeitos sistémicos que ocorrem na sindrome da caquexia tumoral, atinjam
também os vasos do hospedeiro ndo envolvidos diretamente no crescimento
neoplasico.

| Estudos das caracteristicas estruturais e do comportamento funcional
desses vasos permitiria delinear ainda melbor o quadro geral dos pacientes com

céncer,
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1.2. AMINO-OXIDASE SENSIVEL A SEMICARBAZIDA (SSAO)

Medidas da atividade de enzimas caracteristicas de um determinado tecido
podem ser utilizadas como uma ferramenta na investigagio de alteragdes do tecido, mesmo
antes de mudancas morfoldgicas detectiveis.

A Amino-Oxidase Sensivel a Semicarbazida (SSAQ) ¢ uma enzima
amplamente distribuida em tecidos de mamiferos (LEWINSOHN, 1984), inclusive no
plasma (BERGERET, BLASCHKO, HAWES, 1957, McEWEN & COHEN, 1963). A
enzima apresenta atividade catalitica particularmente elevada na parede dos vasos € em
tecidos altamente vascularizados, como o pulmio, estando localizada nas células de
musculo liso (RYDER ef al., 1980; LEWINSOHN, 1981a; LYLES & SINGH, 1985).

A SSAO cataliza a desaminagdio oxidativa de monoaminas primarias,
conforme a reaglio geral: R-CH,NH, + O, + H,O — R-CHO + NH; + H,O, (LEWINSOHN,
1984). A literatura mais recente vem incluindo a enzima na classificagéo E.C. 1.4.3.6 (a
classificaciio de amino-oxidases que contém cobre), embora o substrato endégeno, assim
como seu papel fisiologico ainda sejam desconhecidos.

Provavelmente essa seja a principal razfo dos problemas de nomenclatura da
enzima verificados na lteratura, além de diferengas no comportamento espécie-dependente
(LEWINSOHN, 1984).

As denominaces Amino-oxidase Sensivel & Semicarbazida (enzima
tecidual, SSAQ — BARRAND & CALLINGHAM, 1984) ¢ Benzilamino-oxidase {enzima
plasmética, BzAO - BERGERET e al., 1957) sdo as mais fregiientes. A identidade das
duas enzimas ainda é discutida, embora dividam as mesmas caracteristicas bioquimicas ¢
de distribuig#o, podendo ser, na verdade, a mesma enzima ou sub-tipos de uma mesma
enzima (LYLES, HOLT, MARSHALL, 1990; RAIMONDI ef al., 1991). De fato, as duas
denominacbes, em si, nfo fazem qualquer referéncia ao seu papel fisiolégico. O nome
SSAQ di &nfase 2 um inibidor da enzima e o nome BzAO, a um substrato nfo fisiolégico.

Algumas possiveis fungdes da SSAC vém sendo propostas, baseadas na sua
localizaggio, substratos ¢ produtos da reagfio.
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Nas células de musculo liso, a enzima estaria associada a4 membrana
plasmética e¢ membranas de microssomos (WIBO, DUONG, GODFRAIND, 1980;
LEWINSOHN, 1981a; HYSMITH & BOOR, 1988), tendo pelo menos metade dos seus
sitios ativos voltados para a face externa da membrana (HOLT & CALLINGHAM, 1994).
Essa localizagdo sugere um envolvimento da enzima na inativagio de aminas circulantes,
prevenindo que elas alcancem os tecidos (WALDMEIER, 1987, ELLIOTT,
CALLINGHAM, SHARMAN, 1989).

Intimeras aminas foram testadas, sendo que a benzilamina (amina sintética,
nio detectada nos organismos) tem sido utilizada como substrato de prefersncia para
determinages bioquimicas (LEWINSOHN, 1984; ELLIOTT et 4l., 1989; YU, 1990).

A putrescina acetilada, uma poliamina envolvida na proliferagio celular,
parece ser um possivel substrato da SSA0 (IGNESTI et ol., 1992). LEWINSOHN (1977)
sugeriy uma associagio da enzima com fendmenos ligados 2 crescimento vascular em
estudos com pacientes com queimaduras extensas ¢ em pacientes com cancer.

A metilamina, a aminoacetona (biogénicas) ¢ a alilamina (xenobidtica) séo
as aminas que atualmente tém despertado maior interesse na literatura. Qs aldeidos
formados (formaldeido, metilglioxal e acroleina, respectivamente) séo téxicos para células
cardiovasculares (BOOR & HYSMITH, 1987, McLELLAN, PHILLIPS, THORNALLEY,
1992; YU & ZUO, 1993) e parecem estar envolvidos na patogénia de lesdes endoteliais e
formagio da placa de ateroma no diabetes mellitus e lesbes de cardiomidcitos na
insuficiéncia cardiaca congestiva (YU & ZUO, 1993; AWASTHI & BOOR, 1993;
BOOMSMA ef al., 1995 ¢ 1997). A investigagio da atividade enzimdtica no plasma em
doengas cardiovasculares humanas para o diagndstico e determinagao do grau de gravidade
da doenga foi objetivo de alguns dos primeiros estudos realizados (McEWEN &
HARRISON, 1965; NILSSON, TRYDING, TUFVESSON, 1968; TRYDING e al., 1969).

Outra possivel fungfio da amino-oxidase sugerida seria a modulagdo e
regulagio do tonus vascular associada & produgfo de ambnia ¢ perdxido de hidrogénio,
substincias que estariam envolvidas na transdugfio de estimulos externos na membrana das
células de musculo liso (CALLINGHAM, HOLT, ELLIOTT, 1990; ELLIOT &
CALLINGHAM, 1991).
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Estudos recentes com camundongos tém demonstrado que a proteina de
adesgo vascular 1 (VAP-1), uma molécula de adesfio e fator mediador de interagdes entre
linfocitos é ¢élulas endoteliais, divide semelhancas estruturais com a familia de amino-
oxidases que contém cobre ¢, nas células de misculo liso vascular, apresenta uma atividade
de monoamino-oxidase (BONO ef al., 1998; BONO, JALKANEN, SALMI, 1999). Essas
caracteristicas sugerem que a molécula das células musculares tenha um papel regulador
nos niveis de aminas, sejam aguelas potencialmente toxicas liberadas pelas células lesadas
durante processo inflamatorio, sejam aquelas bioativas, participantes do processo (SMITH
et al, 1998). No ser humano, entretanto, a VAP-1 de células de musculo liso €
estruturalmente ¢ funcionalmente distinta da VAP-1 presente nas células endoteliais
{JOAKKOLA et al., 1999).

1.3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Do ponto de vista clinico, torna-se importante avaliar possiveis alteragbes
vasculares de pacientes com neoplasias malignas, especialmente nos estagios avangados da
caquexia, j4 que essas alteragies podem ser a causa de complicagdes em procedimentos
terapluticos, especialmente os cirargicos.

Embora passivel de criticas, o uso de modelos animais ainda ¢ uma
importante ferramenta no estudo da fisiopatologia do cdncer. O sarcoma induzido pelo 3-
metil-colantreno (MCA) ¢ um tamor experimental que reconhecidamente induz 2 caquexia
em ratos e camundongos (LUNDHOLM et al., 1980; GARATTINI & GUAITANI, 1981;
POPP, MORRISON, BRENNAN, 1981; SMITH, CONN, KLUGER, 1993; CHEN et ai,
1993). A anilise morfologica e a utilizaglo de um indice bioquimico na avaliagio das
condigbes da aorta de tatos portadores desse tumor poderiam dar informagSes sobre o
comprometimento dos vasos pré-existentes nas fases mais adiantadas da doenga.

Por cutro lado, embora estudos bioquimicos e imunocitoquimicos venham
sendo realizados, o significado de algumas substéncias, entre elas da SSAQO, ainda ¢

desconhecido.
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Ante esse panorama, 0s objetivos deste trabatho foram:

1. Caracterizar o perfil clinico-laboratorial das ratas portadoras do fibrossarcoma

induzido pelo 3-metil-colantreno.

2. Estudar as possiveis alteragdes da aorta das ratas, examinando a morfologia vascular
e determinando a atividade da Amino-oxidase Sensivel & Semicarbazida (SSAO)
tecidual.

3. Identificar possiveis alteracies morfolégicas no tecido muscular esquelético dos

animais doentes, utilizando o biceps femoris.
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2.1. ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizadas, para a realizagdo deste estudo experimental, 143 ratas
isogénicas da linhagem WAB Not (Wistar Albino Boots de Nottingham), espécie Rarus
norvergicus, sendo que 30 desses animais foram utilizados nas padronizagOes prévias
das técnicas empregadas. As ratas, fornecidas pelo Centro de Bioterismo-
CEMIB/UNICAMP, tinham de 8 a 10 semanas de idade na fase de implante do tumor ¢
foram mantidas no Biotério do Laboratério de Técnica Cirlrgica ¢ Cirurgia
Experimental do Nocleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE)/UNICAMP
durante a fase de experimentagdio, sob condigBes convencionais controladas. Foi-thes
fornecida ragio NUVILAB, peletizada, obtida comercialmente, ¢ 4gua ad libitum. O
fotoperiodo no biotério foi controlade em 12 horas-luz e 12 horas-escuro, nfo havendo
controle de temperatura e umidade ambientais. A escolha de fémeas s¢ deu porque a
Jinhagem tumoral foi estabelecida de novo em animais desse sexo.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os “Principios
Fiicos na Experimentagio Animal” postulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal (COBEA), tendo sido aprovados pela Comisséo de Etica na
Experimentagio Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (Certificado n® 175-1).

2.2, INDUCAO, TRANSPLANTE E MANUTENCAO DO TUMOR

A linhagem tumoral, primariamente induzida pelo 3-metil-colantreno em
ratos isogénicos em Nottingham (Inglaterra), foi estabelecida de nove no Brasil a partir
de cultura de células tumorais mantidas em nitrogénio liquido e inoculadas na camada
subcutanea do dorso dos animais. As geragBes seguintes do tumor foram obtidas atraves
de transplante de fragmentos do tecido. Os animais com tumor que serviram de matrizes
para ess¢ trabatho foram doados pela Prof. Dra. Ester Maria Danielli Nicola, do
Laboratério Experimental de Laser do Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental da
UNICAMP. As geragbes do tumor utilizadas foram da 34" a 44°, contadas a partir da
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inoculagio de células cultivadas. A caracterizagio do tumor foi feita por meio de
gstudos de microscopia Optica, imuno-histoquimica e microscopia eletrbnica. Para
acompanhamento de alteragbes nas caracteristicas do tumor foi realizada monitorizacdo
histolégica do tecido nas diferentes geragdes, utilizando-se cortes de 5 micrometros de
espessura feitos no micrétomo modelo 820-Spencer — AMERICAN OPTICAL
CORPORATION e corados pela hematoxilina ¢ eosina (HE).

De acordo com a técnica padronizada no Laboratério Experimental de
Laser, um fragmento do tecido tumoral era introduzido em um tdnel subcutineo feito
transversalmente, da esquerda para a direita, no dorso dos animais receptores, com
posterior fechamento da incisfo. O tumor foi colhido com um "punch” para coleta de
bidpsia de 5 mm de didmetro e mantido em solugdo de cloreto de sodio 2 0,9 % por 5 a
10 minutos até o implante. A confirmagio do crescimento do tumor implantado foi feita

através de palpagiio didna.

2.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Qs animais foram distribuidos em Grupo Controle (n=91), constituido de
ratas nfo portadoras de tumor, e Grupo Sarcoma (p=52), ratas em gue ocomreu o

crescimento do tumor.

2.4. FASE. DA COLETA E EUTANASIA

Para todas as técnicas e métodos empregados, a coleta dos tecidos foi
realizada nas fases finais do crescimento tumoral, quando o tamanho do tumor era de,
pelo menos, 5 centimetros, equivalente a um peso minimo de 40 gramas, e o animal
apresentava sinais indicativos de caquexia.

A eutansgsia foi realizada nos ratos sob anestesia inalatéria com éter
etilico, por exanguinamento ou perfusdo de fixador, de acordo com a analise a ser

realizada. -
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2.5. AVALIACAO DO PERFIL CLINICO DOS ANIMAIS
2.5.1. Condicbes gerais

Os animais foram acompanhados durante o periodo de crescimento do tumor
para detecgfio de possiveis alteragbes da aparéncia fisica ¢ deo comportamento natural,
através de parfmetros gerais como atividades fisicas, aspecto da pelagem, postura ¢
comportamento anormal. Na data da eutandsia foram feitas as observagdes ¢ medidas que
se seguem:

{a) idade, em meses;

{(b) peso corporal total e peso da carcaga (peso total subtraide do peso do

tumor) em gramas, dos animais distribuidos em trés faixas etdrias (3,5 a 4

meses; 4,5 a 5 meses; 5,5 meses e acima),

(c) peso do tumor, em gramas, ¢ localizagio da massa tumoral (a direita, &

esquerda ou bilateral);

(d) tempo de crescimento do tumor, em dias;

(e) taxa de crescimento médio do tumor, valor obtido a partir do quociente

do peso pelo tempo de crescimento tumorais ¢ expresso em gramas/dia.

(f) exame macroscopico das visceras.
2.5.2. Exames laboratoriais complementares

Para complementar a avaliagiio das condigdes gerais dos animais portadores
de tumor em relagdo aos nfo portadores, foram realizados exames bioquimicos e
hematologicos a partir de amostras de sangue colthido da aorta abdominal de 20 ratas do
Grupo Controle e 20 do Grupe Sarcoma.

As amostras de sangue fotal heparinizado ¢ as de soro, obtido apds
centrifugaciio a 2000 rotages por minuto (rpm), per 10 minutos em centrifuga refrigerada
modelo DU-MF 190 - INCIBRAS, foram conservadas adequadamente até a andlise. Foram
dosados calcio i6mico, sodio e potassio (mmold), glicose, uréia ¢ creatinina (mg/dl);
proteinas totais ¢ albumina (g/dl); osmolaridade (mOsm); hematdcrito (%) e hemoglobina
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(g/dl); pH, pressdo parcial de oxigénio {(p0O, — mmHg) ¢ pressdo parcial de gas carbduico
(pCO, - mmHg); fon bicarbonato (HCO; — mmoles/l) ¢ consumo de base (BE). As
dosagens foram realizadas nos analisadores bioquimicos de automagdo COBAS MIRA -
ROCHE e SELECTRA VITALAB - MERCK e no auto-analisador de gases, eletrélitos,
glicose e hematoerito START PROFILE 5 - NOVA BIOMEDICAL, no mesmo dia da
coleta.

2.6. ATIVIDADE DA SSAQ

3.6.1. Fontes da enzima

Nas determinaces da atividade da SSAQ, foram utilizados homogenatos de
aortas obtidas de 30 ratas do Grupo Controle e 18 do Grupo Sarcoma. Devido a pequena
quantidade de material obtido por animal, cada homogenato foi preparado a partir de um
conjunto de 6 aortas, num total de 5 homogenatos do Grupo Controle ¢ 3 do Grupo
Sarcoma.

Para a coleta dos vasos, os animais foram, inicialmente, exangiinados
utilizando-se um dispositivo para infusdo intravenosa (“scalp”) nimero 21G introduzido na
aorta abdominal, Ap6s a morte do rato, as aortas foram perfundidas com 20 mi de tampio
fosfato de potdssio 1 mM, pH 7,2 e coletadas.

Através de fricedio com uma compressa de gaze, foi retirada grande parte da
adventicia dos vasos para que restassem basicamente as camadas média e intima.

As aortas coletadas foram conservadas & temperatura de -20°C durante um
periodo maximo de uma semana, condigdes nas quais, de acordo GUFFROY &
BENEDETTI (1984), nfio hi perda significativa da atividade da enzima.

Os homogenatos foram preparados no mesmo dia em que foram feitas as
dosagens radiométricas e de proteinas totais.

A homogeneizagio foi feita em tampdo de fosfato de potassio 1 mM pH 7.2
com o homogeneizador, modelo TR-10 - TECKMAR ¢ hastes §25N-10 gou & g, com 5
pulsos de 5 segundos na velocidade "high®, em banho de gelo. Os homogenatos foram
centrifugados na velocidade de 2000 rpm durante 10 minutos a 5°C, utilizando-se ©
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sobrenadante para as dosagens necessarias.
2.6.2. Determinacio da concentragéo de proteinas totais

As proteinas totais dos sobrenadantes dos homogenatos foram dosadas pelo
Método de LOWRY et al. (1951}, utilizando-se albumina de soro bovino como padrio. Para as
leituras, utilizou-se espectrofotdmetro modelo DU-MF 190 - INCIBRAS e cubetas de quartzo
de 1 cm de percurso optico. Os resultados foram expressos em mg/ml.

Também foram calculadas as concentragBes das proteinas totais por grama de
aorta, considerando-s¢ o peso total do material utilizado em cada “pool” de vasos € os
resultados das dosagens dos homogenatos. Os resultados foram expressos em mg/g.

2.6.3. Método enzimdtico

| As atividades especificas da enzima SSAO nas aortas foram determinadas

através do madiomicroensaio (RME) desenvolvido por WURTMAN & AXELROD (1963),
modificado por McCAMAN er ol (1965) ¢ adaptado por LEWINSOHN (198la, by,
LEWINSOHN, GLOVER, SANDLER (1980a, b) ¢ LEWINSOHN er a/(1978). As lefturas
radiométricas foram feitas por 5 mimutos para cada amostra no Sisterna de Cintilagio Liquida
modelo LS 5801 - BECKMAN. '

O substrato utilizado foi o hidrocloreto de benzilamina “C com atividade
especifica de 51,0 mCi/mmeol adquirido do Radiochemical Center ple, Amersham, Inglaterra, ¢
a radipatividade especifica utilizada nos ensaios de 1 uCi/umol. As diluigdes da benzilamina
(Bz) foram feitas em tampo de fosfato de potassio 0,1 MepH80.

Os pardmetros cinéticos utilizados foram a Constante de Michaclis (Kn) € 2
Velocidade Méxima da Reaco (i), calculadas a partir do método de WILKINSON (1961).
OKmreﬂeteaaﬁnidadedaenzimapormnsmespcciﬁcoenumeﬁcamenteéigualé
concentragdio do substrato onde a velocidade de reagio ¢ igual & metade da Ve A velocidade
méxima é a velocidade da reagio obtida sob condigdes de saturagdio da enzima pelo substrato,

Os resultados do K, foram expressos em uM ¢ os da Vi em
nanomoles/mg/h.
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2.6.4, Reacifio enzimdtica

Para as dosagens, foram utilizados 50 pl de substrato ¢ 50 pl de
sobrenadante contendo a enzima. Os tubos brancos foram iguais aos tubos controle,
exceto pela adigdio de 4cido citrico 2 M antes do substrato. As pipetagens do substrato
foram feitas em banho de gelo.

Imediatamente antes da incubagfio com o substrato, feita a 37°C, todos os
tubos receberam um fluxo de 5 psi de oxigénio super-seco a 100 % durante 3 segundos
sendo tampados logo a seguir. A reagdo com o substrato foi interrompida pela adigfo de
20 ul de acido citrico. Todas as dosagens foram feitas em duplicata em tubos de
polipropilenc de 75 x 12 mm.

A extragio dos produtos da reagio foi feita adicionando-se 0,8 ml de
solvente (tolueno ¢ acetato de etila na proporg8o 1:1). Os tubos foram, entdo, tampados e
agitados duas vezes por 3 segundos em agitador mecénico, com intervalo de 15 minutos,
¢ centrifugados a 2.500 rpm numa temperatura de 5°C durante 10 minutos. Em seguida,
foram colocados sobre um banho de gelo seco até congelamento da fase aquosa, A fase
organica sobrenadante foi, entdo, decantada em tubos de polipropileno e foram
acrescentados 2,5 ml de liguido de cintilagio, preparade com 5 g de 2,5-
difeniloxazol(PPO)/litro de tolueno. A radioatividade, em contagens por minuto (cpm),
foi medida por 5 minutos. Todas as leituras das amostras foram corrigidas pelos brancos
correspondentes. Foram feitas leituras diretas dos substratos utilizando-se 20 pl de cada
concentragio + 0,8 ml de etanol + 2,5 ml de liquido de cintilagio. Todos os resultados
foram expressos como as médias das duplicatas cujas diferengas ndo deveriam ultrapassar

5%.

2.6.5, Atividade especifica da enzima

A atividade especifica das enzimas, base para o célculo do K, e da Vi,

foi expressa em nanomoles/mg de proteina/hora e calculada pela seguinte férmula;
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Axnx1000x 100 x60
PxVxExTxP

onde:

A = contagem das amostras em cpm,

u = nanomoles de substrato no tubo de reagio;

D = contagem direta de substrato em cpm no volume de substrato usado na reagfo;
¥ = volume de homogenato utilizado para a reaglio em microlitros;

E = eficiéncia de extragio de radioatividade;

T = tempo de reagio em minutos;

P = proteinas totais do homogenato em mg/ml.

2.6.6. Padronizacdes prévias

A partir de curvas de padronizagio prévias, foram estabelecidas para as
reagbes; concentragio de proteinas totais dos homogenatos de 1.0 mg/ml; tempo de
incubagfio com. o substrato de 20 minutos; pH de 8,0 para a preparagdo da Bz, faixa de
cinco concentragdes para o Ky, 10-50 M, eficiéncia de extrago de radiatividade de 91%.

2.7. MORFOLOGIA

2.7.1, Avaliacdo macroscépiea dos vasos abdominais

Apés identificacio das principais artérias abdominais envolvidas na
jrrigaclio do tumor e para melhor visualizagdio ¢ registro fotografico, foi realizado um
molde de NEOPRENE®, preparado com corante verde e injetado via descendente na aorta
abdominal de 3 ratas portadoras de tumor e de 3 ratas controle.

O procedimento foi realizado manualmente com seringa de 5 ml e catéter de
polietileno (PE 200), num volume suficiente para preencher o sistema, inclusive artérias de

menor calibre.
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Em seguida, os animais foram mantidos por uma noite em geladeira ¢ no dia
seguinte foi feita a dissecglio e fixagio do conjunto de tecidos da parede retroperitoneal em
formalina a 10% tamponada com sais de fosfato de sédio e pH 7,4, Na dissecglo foram
preservados os vasos abdominais desde a aorta infra-renal até artérias iliacas, retirando-se

pele e visceras.

2.7.2. Medidas morfométricas das aortas, miisculo esquelético e coragiio

As analises morfométricas foram feitas & microscopia Sptica, sendo que
tecidos de 11 ratas do Grupo Controle e 7 do Grupo Sarcoma foram examinadas.

Os animais foram perfundidos com formalina a 10%, tamponada. A presséo
de perfusiio nos 18 ratos foi de 100 a 110 mmHg durante 20 minutos, para evitar a fixagdo
em estado de contragio dos vasos.

Testes iniciais para treinamento da técnica e padronizagdo dos
procedimentos envolvidos na perfusio foram realizados a uma pressdo de 15 mmHg
durante 20 minutos em 3 animais com o tumor € 3 sem o0 tumor.

O fixador foi injetado com um “scalp” n® 21G posicionado no ventriculo
esquerdo ¢ a drenagem, feita através de uma pequena incisZo no ventriculo direito. Apds a
perfusio, foram colhidos segmentos da aorta abdominal, desde a artéria renal direita até as
iliacas, coragio ¢ fragmento do misculo biceps femoris.

O material coletado foi fixado por mais 18-24 horas e desidratado em uma
série crescente de concentracdes de alcool (70°GL, 80°GL e absoluto, num total de &
banhos), diafanizado em xilol (3 banhos) e dois banhos e inclusio com Paraplast com
DMSO - OXFORD LABWARE a 60°C, no Auto-Técnico modelo Ultra IT - TECHNICON
INSTRUMENTS CORPORATION. A duragio de cada banho foi de 1 hora.

Os cortes foram feitos com 5 um de espessura no Micrétomo modelo 820-
Spencer - AMERICAN OPTICAL CORPORATION e corados pela hematoxilina e eosina.

Na aorta foram medidos: (a) nimero de nicleos de células de misculo
liso/area ¢ (b) espessura da camada média; (c) didmetro menor ¢ (d) area luminal; (f)

pimero de 14minas eldsticas.
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No coragiio foi medido o didmetro interno do ventriculo esquerdo e no musculo
esquelético, a area de secqfio transversa das fibras musculares.

As medidas foram realizadas em cortes transversais nos trés érgdos. Cinco
cortes da aorta de cada animal foram utilizados nas contagens morfométricas, excluindo-se
aqueles com orientagfio diagonal. Dois recortes com os maiores diémetros do ventriculo foram
escolhidos e a medida foi feita desde o misculo papilar até o septo interventricular. Cem fibras
de musculo esquelético de 3 a 6 feixes musculares, selecionados entre cortes de dois
fragmentos do m. biceps femoris foram medidos.

As leituras de densidade, didmetro e espessura na aorta foram feitas no
microscopio Optico modelo LABOPHOTE — NIKON; as dreas dos vasos e das células
musculares esqueléticas e a contagem de lAminas elasticas, no microscopio AXIOPLAN2 ~
ZEISS; o didmetro das cAmaras cardiacas, no microscopio universal de medigOes modelo
U.W.M, -LEITZ e ocular de 10 vezes de aumento.

A densidade de ndcleos foi medida com ocular de grade milimetrada KPL 8x -
CARL ZEISS e objetiva de 40 vezes de aumento e contados 4 campos por corte, nas regilies
centrais da camada muscular, evitando-se as regibes proximas & intima ¢ 2 adventicia, Na
contagem foram incluidos os niicleos com orientagio longitudinal e com, aparentemente, mais
de 50% da drea nuclear dentro do campo de medida. Os resultados apresentados sdo a media
das medidas dos cinco cortes examinados por animal e expressos em nimero de niicleos/um’.

A ocular de régua milimetrada KPL W10x/18 - CARL ZEISS foi utilizada nas
medidas de espessura, (objetiva de 40 vezes de aumento) digmetros luminais (objetiva de 10
vezes de aumento). A ocular foi aferida utilizando-se régua padrdo 5 + 100/100 mm, CARL
ZEISS. A espessura foi medida em 4 pontos, aproximadamente eqiiidistantes ¢ as liminas
elastica interna e externa foram estabelecidas como os limites para as mensuragBes (Figura 1).
O diametro interno do vaso foi definido como a maior medida do eixo menor do Himen, de uma
parede 2 outra (“lesser fiber diameter”).

Os resultados apresentados s8o as médias dessas medidas expressas em um.

As 4reas de secglio transversa das fibras esquelcticas ¢ do lamen do vaso foram
calculadas utilizando-se o programa K8 300 V2.00, com o desenho realizado a mdo-livre, com
seleciio de objetiva de 40 vezes de aumento para 0 misculo e 2,5 vezes para o limen.

Os resultados o as medias das medidas expressss em um’ ¢ mm’
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respectivamente.

As laminas elasticas foram contadas sob microscopia de fluorescéncia, com
objetiva de 40 vezes de aumento, a partir do fenémeno de auto-fluorescéncia induzido pela
eosina. As contagens foram feitas em 4 pontos aproximadamente eqiidistantes.

Os resultados apresentados foram o menor e o maior niimero contados nos dois

grupos de estudo e as meédias e desvios-padrdo de todas as contagens.

Figura 1. Fotomicrografia de aorta onde se podem observar as laminas elasticas refringentes na
camada média. As setas indicam os limites estabelecidos para a medida da espessura da camada.
(HE, 500 vezes. Fixador: formalina a 10%, tamponada).

2.7.3. Microscopia eletrdnica de transmissao

Quatro ratas do Grupo Controle ¢ trés do Grupo Sarcoma foram perfundidas
com 20m] de solugdo de Karnovsky (paraformaldeido e glutaraldeido) a 4%, pH72a74,

por 10 minutos, injetada no ventriculo esquerdo e drenada pelo ventriculo direito atraves de
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uma pequena incisao.

Foram coletados tumor e aorta abdominal, recortados em pequenos
fragmentos, mergulhados na solugdo de Karnovsky durante 2 horas e lavados com tampéo
cacodilato de sodio, na concentragdo de 4,28 g/dl, pH 7,2 a 7 4.

A pbs-fixagdo foi feita com tetroxido de ésmio a 1 % durante 2 horas,
lavando-se os fragmentos com acetato de uranila a 0,5 g/dl, deixando-os em repouso na
solugdo por uma noite. A desidratagdo foi feita através de banhos consecutivos em uma
série crescente de concentragdes de acetona (30, 50, 70 € 90% e anidro), durante 15
minutos cada.

Os fragmentos desidratados foram colocados no rotor em mistura de resina
de ARALDITE® e acetona na proporgdo 1:1 durante 4 horas e mantidos a 60°C em resina
pura por 1 hora para incluséo em blocos € mais 48 horas para a polimerizag@o.

Os cortes semi-finos, com aproximadamente 300 nm de espessura, foram
feitos no ultra-micrétomo MT-5000 - SORVALL e corados com azul de toluidina Becto
Chemical a 2 g/dl para selegéo das melhores areas. Os cortes ultra-finos foram feitos com
espessura em torno de 90 nm, com navalha de diamante, no ultra-micrétomo MT-6000 XL
- SORVALL. Colocados em tela de cobre de 150 MESH, foram corados com citrato de
chumbo RIEDEL a 2,66 g/dl durante 10 minutos.

O material foi examinado no Microscopio Eletronico de Transmissdo
Modelo M-10 - CARL ZEISS.

2.8. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados, submetidos ao Teste de Kolmogorov-Smirnov, mostraram
uma aproximagio satisfatéria a distribuigio normal. Assim, a analise estatistica para a
comparagdo dos resultados obtidos foi realizada através do Teste T-Student para amostras
independentes.

Os pesos dos animais foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA de
fator unico) e o Teste de Student-Newman-Keuls foi empregado para estabelecer quais
grupos eram diferentes.

O nivel de significancia o assumido foi de 0,05 para todos os tratamentos

Material e Método
69



estatisticos empregados, exceto para a analise do perfil hematoldgico e bioquimico dos
animais ¢ para as medidas morfométricas das aortas (comparagdes multiplas no mesmo
conjunto de casos). Nesses casos o nivel de significancia foi corrigido calculando-se a
corregdo do erro o’ para testes multiplos (CROSS & CHAFFIN, 1982), pela formula:
o= —(0.05)_
(nt+1)k

onde: n = numero total de variaveis
k = namero de parametros onde p<0,05
O intervalo de confianga a nivel de 95% da diferenga entre os grupos foi
calculado para o perfil hematoldgico e bioquimico, para as dosagens enzimaticas € para as

medidas morfométricas das aortas e apresentado nas respectivas tabelas.
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3. RESULTADOS



3.1. O TUMOR

No exame ectoscopico, a neoplasia apresentava-se regularmente de forma
esférica a ovoide, consisténcia firme e crescimento restrito ao local de implante, na camada
subcutdnea. Dos animais que receberam o implante, 17 tinham a massa tumoral localizada a
direita, 4 & esquerda e em 27, o crescimento foi bilateral. Nenhuma metastase foi verificada
nos animais portadores de tumor. Na Figura 2 pode ser vista uma fémea com uma massa

tumoral no dorso, a direita .

Figura 2. Aspecto geral de rata de 5 meses e 265 gramas, com crescimento de massa tumoral no
dorso, a direita, pesando 80 gramas.

Os tumores coletados pesaram, em média, 67,7 = 18,8 gramas (n=52) € 0
exame macroscopico do material, revelou uma massa encapsulada composta de uma regido

central necrética e uma regidio periférica sugestiva de tecido tumoral viavel (Figura 3).
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Figura 3. Macroscopia do tumor, visualizando-se uma regido central com aspecto necrotico (N),
uma regido periférica composta de tecido, aparentemente, viavel (V) e capsula (C).

Os estudos de microscopia optica confirmaram a necrose central da neoplasia e
permitiram identificar, na regido periférica, células com caracteristicas mesenquimatosas,
intensa anaplasia, presenga de células gigantes multinucleadas e mitoses atipicas (Figura 4).
Através da microscopia eletronica, foram identificadas fibras de coldgeno intra-celulares
(Figura 5).

O resultado do exame imuno-histoquimico demonstrou presenga difusa de
vimentina e ndo evidenciou a presenga de queratina, corroborando com o diagnostico de
sarcoma.

A taxa média de crescimento tumoral foi de 1,0 = 0,3 g/dia, sendo que o tecido
neoplasico ndo apresentou diferencas morfoldgicas macro e microscopicamente perceptiveis

entre as geragdes tumorais utilizadas.
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Figura 4. Massa tumoral apresentando intensa anaplasia caracterizada por polimorfismo celular e
nuclear. Observam-se células gigantes neoplasicas multinucleadas (G) e mitose atipica (M). (HE,
250 vezes)

3.2. PERFIL CLINICO DOS ANIMAIS

3.2.1. Condigdes gerais

Em relagdo as condigbes gerais dos animais com tumor, foram observadas
alteracbes comportamentais e fisicas que se acentuavam na medida em que crescia a
neoplasia.

O ericamento ¢ a perda de brilho dos pelos; a postura recurvada; a diminui¢do
das atividades fisicas e dificuldade na locomog#o na razdo direta do tamanho do tumor; a
descoloragdo de mucosas e olhos, um aparente emagrecimento ¢ ulceragdes da pele acima do

tumor foram as principais alteragdes encontradas.
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Figura 5. Ultraestrutura da neoplasia: células tumorais com produgdo de fibras de colageno (C).
(14.000 vezes)

A média de peso dos animais com o tumor foi maior nas trés faixas etarias
estabelecidas (3,5 a 4,0 meses, 4,5 a 5,0 meses ¢ 5,5 meses ¢ acima), com diferengas
estatisticamente significativas e P<0,05. Nos animais mais jovens, as medidas médias obtidas
foram de 181,6 £9,9 e 212,1 + 15,8 g, na faixa etaria intermediaria, 194,1£17,5¢ 23204155
g e nos mais velhos, 188,3 + 12,8 e 237,8 + 13,0 g, respectivamente no Grupo Controle e Grupo
Sarcoma.

Quando comparadas as médias dos pesos dos animais sem o tumor, nos dois
grupos de estudo, a média das carcagas nas trés faixas etarias foi sempre menor, com P<0,05.
Em ordem crescente de idade, as médias foram de 155,6 +139 g, 157,5+263 ge 159,7 £ 11.4
g para as carcagas dos animais do Grupo Sarcoma.

A comparagdo entre as médias de pesos distribuidos pelas trés faixas etarias
estabelecidas pode ser vista na Tabela 1.

No exame macroscopico das visceras, o que chamou a atengdo foi a aparente
dilatagéo do corago, avaliada posteriormente por medidas de didgmetro do ventriculo esquerdo.
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Tabela 1. Pesos (em gramas) considerando-se 3 faixas etdrias

:l Grupo Sarcoma
|
Faixa Ftaria Grupo Controle |
(meses) (n=91) ' Total Carcaca
181,6 £9,9 | 21213158 155,6 £+ 13,9
35a4,0 g’
(n=22) i (n=24) (n=24)
|
194,1£175 | 232,0=%155 157,5 £26,3
45a5,0 |
(n=42) (1=10) (0=10)
188,3+12,8 237,8 £13,0 1597+ 11,4
5,5 meses e acima
(n=27) (n=18) (n=18)

3.2.2. Exames laboratoriais

Dentre as 16 analises laboratoriais de sangue periférico realizadas, 12
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). Portanto, o nivel de
significancia corrigido passou a ser o’ = 0,01.

Os exames hematolégicos apresentaram queda significativa (P<0,001) nos
animais com tumor. A média de hematécrito caiu de 45,75 + 3,61% para 25,00 £3,71% e a
hemoglobina, 15,25 + 1,20 g/dl para 8,38 £ 1,20 g/dL.

Os valores médios de glicemia, proteinas totais ¢ albumina dos ratos do Grupo
Sarcoma também apresentaram queda estatisticamente significativa em relacdo ao Grupo

Controle.

As diferengas mais acentuadas foram nos resultados da albumina e proteinas
totais, com albumina = 3,09 + 0,33 g/dl e 3,68 £ 0,31g/dl e proteinas totais = 4,89 £ 0,59 g/dl

e 6,02 + 0,61 g/dl, respectivamente para o Sarcoma ¢ o Controle (P<0,001). A média das
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dosagens da glicose foi de 184,55 £ 41,08 mg/dl para ratos sem tumor e 142,75 + 36,37 mg/dl

para ratos com cancer (P<0,002).

Tabela 2. Dosagens hematolégicas e bioquimicas sanguineas de ratas do

Grupo Controle versus Grupo Sarcoma

Grupo Ht Hb Glicemia | Ptn.Tot. Alb
% g/d mg/dl g/dl g/dl
Controle
média 45,75 15,25 184,55 6,02 3,68
(d.p.) (3,61) (1,20) (41,08) (0,61) (0,31)
n 20 20 20 18 18
Sarcoma
média 25,00 8,38 142,75 4,89 3,09
(d.p.) (3,71) (1,20) (36,37) (0,59) (0,33)
n 20 20 20 16 16
P
(o’=0,01) <0,001 <0,001 0,002 <0,001 <0,001
Diferenca -45% -45% -23% -19% -16%
(Intervalo de
confianca 95%)* | (-402-51%) | (-40a-50%) | (:9a-36%) | (-12-26%) | (-10a-22%)

Obs.:Ht — hematécrito; Hb — hemoglobina; Ptn.Tot. — proteinas totais; Alb. — albumina; d.p. —
desvio-padrdo. * O sinal negativo antes da porcentagem indica queda em relagdo ao grupo

Controle.

Dentre os eletrolitos analisados, os valores médios do calcio i6nico € do

potassio foram maiores no Grupo Sarcoma (Ca'= 1,42 £ 0,12 mmoles/l e K = 5,24 + 0,51
mmoles/l) do que no Grupo Controle (Cai = 1,30 £ 0,11 mmoles/l ¢ K = 4,68 £ 0,76
mmoles/l). As diferengas foram estatisticamente significativas. As médias dos valores de

sodio ndo foram estatisticamente distintas no Controle (138,55 + 4,82 mmoles/l) dos animais
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com tumor (137,40 £ 3,42 mmoles/1).

A uréia apresentou um aumento nos animais portadores de tumor (73,75 +
26,37 mg/dl) em relagdo aos ndo portadores (41,25 £ 6,27 mg/dl). A creatinina, entretanto,
ndo foi diferente nos dois grupos (Controle = 0,48 £ 0,05 mg/dl e Sarcoma = 0,46 + 0,08
mg/dl; P>0,05).

A osmolaridade mostrou valores médios de 277,90 + 8,93 mOsm (Controle) e

272,60 + 6,18 mOsm (Sarcoma) e P=0,036, diferenga ndo significativa para um o = 0,01.

Tabela 3. Dosagens bioquimicas sanguineas de ratas do Grupo Controle versus
Grupo Sarcoma

Grupo Ca' Na K Uréia Creat. | Osmol.
mmol/! mmol/l mmol/l mg/dl me/dl Mosm
Controle
média 1,30 138,55 4,68 41,25 0,48 277,90
(d.p.) (0,11) (4,82) (0,76) (6,27) (0,05) (8,93)
n 20 20 19 16 18 20
Sarcoma
média 1,42 137,40 5,24 73,75 0,46 272,60
(d.p.) (0,12) (3,42) (0,51) (26,37) (0,08) (6,18)
n 20 20 20 16 16 20
X 0,002 >0,05 0,006 <0,001 >0,05 0,036
(o’ =0,01) ; ’ |
Enfercngs +9% 1% +12% +79% 6% 2%
(Intervalo
confianca | (+4 2 +15%) | (-3a+1%) | (+3 2 +21%) | (+45 a +1 12%) | (-16 a4%) | (-4 a 0,1%)
95%)*

Obs.- Ca' - Calcio i6nico: Na — sédio; K — potassio; Creat. — creatinina; Osmol. — osmolaridade; d.p. —
desvio-padrdo. * O sinal negativo antes da porcentagem indica queda em relagdo aos valores do
controle e o sinal positivo, aumento.

Resultados
87



Os dados de pH e bicarbonato mostram queda acentuada, assim como um elevado
valor negativo de consumo de base nos animais com tumor (pH = 7,228 + 0,073; HCOs = 15,46 =
2,27 mmoles/l; BE = -10,58 + 2,78) em relacéo aos animais controles (pH = 7,355 = 0,061; HCO; =
20,69 + 2,12 mmoles/l; BE = -3,66 + 2,08), com p<0,001.

As pressdes parciais dos gases ndo mostraram diferencas significativas entre os dois
grupos (Sarcoma: pO, = 83,39 + 13,39 mmHg, p=0,577; pCO; = 37,12 + 6,96 mm Hg e Controle:
pO, = 80,43 + 18,22 mmHg e pCO, = 37,31 + 6,70 mmHg, p=0,930).

Os resultados obtidos sdo apresentados em valores médios e desvios-padréo na

Tabela 2, 3 e 4, onde se pode ver o quadro geral das condigdes das ratas nos dois grupos de

estudo.

Tabela 4. Dosagens de pH, gases, bicarbonato ¢ consumo de base sanguineos de
ratas do Grupo Controle versus Grupo Sarcoma

Grupo pH pO-}, pCOz HCO5 BE
mmHg mmHg mmol/]

Controle (n=18)
média 7.355 80,43 3731 20,69 -3,66

(d.p.) (0,061) (18,22) (6,70) 2,12) (2,08)

Sarcoma (n=20)

média 7,228 83,39 37,12 15,46 -10,58
(d.p.) (0,073) (13,39) (6,96) 2.27) 2.78)

P
(@ = 0,01) <0,001 >0,05 >0,05 <0,001 <0,001
DMerensa -1,5% +4% +0,5% -25% -189%

(Intervalo
confian¢a 95%)* | (-la -2%) (-9a17%) | (-13a+12%) | (-182-32%) |(-145a -234%)

Obs.: pO, — pressdo parcial de oxigénio; pCO, — pressdo parcial de gas carbonico, HCO;™ -
bicarbonato; BE — consumo de base; d.p. — desvio padrdo. * Valores negativos da porcentagem
indicam queda em relagdo ao Controle e valores positivos indicam aumento.
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3.3. ATIVIDADE DA SSAO

As velocidades maximas da reagdo de desaminagido da benzilamina nos dois
grupos de estudo apresentaram diferengas estatisticamente significativas, com valor de P =0,012.
A média da Vi, dos animais portadores de tumor (84,71 + 18,65 nmoles/mg/h) apresentou uma
queda média de 35% em relagéo aos animais do grupo Controle (129,63 £ 16,75 nmoles/mg/h).

As médias das Constante de Michaelis (K,), entretanto, ndo foram
estatisticamente diferentes entre os dois grupos (8,14 = 097 uM e 5,72 £ 292 uM,
respectivamente para o grupo Controle e Grupo Sarcoma), sendo o P = 0,125.

Os valores individuais, as médias, os desvios-padréo dos parametros cinéticos sédo
apresentados na Tabela 5.

3.4. PROTEINAS TOTAIS NA AORTA

As concentragdes de proteinas totais nas aortas (por grama de tecido) calculadas
para os dois grupos de animais néo foram estatisticamente diferentes (p=0,768). As médias foram
de 45,4 = 9.7 mg/g (Controle) e 43,5 + 4,3 mg/g (Sarcoma).

3.5. MACROSCOPIA DA CAVIDADE ABDOMINAL

No exame da cavidade abdominal o que prontamente chamou a atengdo foi o
aspecto dos vasos, especialmente das veias, que se apresentavam dilatadas, tortuosas e com curso
irregular (Figura 6). As artérias ileo-lombares, que partem da aorta abdominal e estdo localizadas
abaixo das artérias renais, foram identificadas como sendo as principais vias de irrigagao do tumor
e apresentavam numerosas ramificagdes na extremidade proximal ao tumor.

O molde de NEOPRENE® permitiu uma melhor visualizagdo da vascularizacio
da massa tumoral pelas artérias ileo-lombares. A Figura 7 mostra a parede retro-peritoneal, o
tumor e as artérias que estdo preenchidas com o polimero.

Nio foi encontrado acimulo de liquido intraperitoneal (ascite) em nenhum animal
estudado.
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Tabela 5. Constantes Cinéticas da atividade da SSAO contra a benzilamina em

aortas de ratas do Grupo Controle e Grupo Sarcoma

Amostra Km (e,p.) Vmax {e.p.)
Controle
1 6,50 (2,33) 118,46 (17,81)
2 8,76 (2,81) 154 42 (23,25)
3 8,07 (3,15) 120,75 (1,97
4 8,89 (3,88) 139,38 (14,24)
5 8,48 (3,99) 115,15 (1232)
Média 8,14 129,63
(d.p.) (0,97) (16,75)
Sarcoma
1 521 (2,68) 73,70 (11,38)
2 3,09 (1,52) 74,19 (5,70)
3 8,86 (3,76) 106,24 (16,04)
Média 5,72 84,71
(d.p.) (2,92) (18,65)
Diferenca -30% -35%
(Intervalo de Confian¢a) (-72 a 11%) (-11 a-59%)
CONTROLE K P=0,125 (NS)
X
SARCOMA W P=0012 (S)

Obs.: K., — Constante de Michaelis, UM; Vipax — velocidade maxima, nanomoles/mg/h; d.p. — desvio-
padrdo; S — significativo; NS - ndo significativo. * Valores negativos da porcentagem indicam
queda em relagdo ao Controle e valores positivos indicam aumento.
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Figura 6. Parede retroperitoneal de animal portador de tumor de crescimento dorsal bilateral,
mostrando o aspecto atipico das veias ileo-lombares.

Figura 7. Molde de NEOPRENE® feito em rata com fumor onde se vé a artéria ileo-lombar esquerda
irrigando a massa tumoral. A — aorta abdominal; [L — artéria fleo-lombar; TU — tumor; Al - artérias iliacas.
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3.6. MORFOLOGIA
3.6.1. Pressio de perfusdo do fixador

O exame dos cortes histoldgicos das aortas perfundidas com pressdo de 15 mmHg
durante a fase de padronizagdo da técnica, mostrou que os vasos do animais sem tumor tinham
aspecto mais contraido, com lminas elésticas mais tortuosas do que aqueles dos animais com
tumor. As Figuras 8A ¢ B ¢ 9A ¢ B ilustram o achado em aortas de ratas da mesma faixa etania e
com peso semelhante; tumor com 60 g.

3.6.2. Morfometria das aortas, masculo esquelético e coragio

3.6.2.1. Aorta

Dentre as cinco variaveis morfométricas analisadas na artéria, somente uma
apresentou resultados estatisticamente diferentes entre o Grupo Controle e 0 Grupo Sarcoma. O
nivel de significAncia corrigido foi calculado como o” = 0,01.

A espessura da camada média diminuiu significativamente na aorta dos animais
portadores de tumor (Sarcoma = 38,37 + 4,26 um versus Controle = 50,04 + 2,54 um, p < 0,001).

A densidade dos niicleos por mm’ de é4rea ndo foi diferente nos dois grupos de
estudo (P =0,240). Foram contados 3,0 X 10° 0,3 X 10° niicleos ¢ 2,8 X 10° + 04 X 10° nacleos/
mm’, no Controle e no Sarcoma, respectivamente.

As medidas de didmetro interno menor nio apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos (p=0,052). Nos ratos com tumor a média foi de 0,48 + 0,11 mme
nos controle, 0,59 + 0,08 mm.

As médias das medidas de area luminal dos vasos também ndo foram diferentes nos
dois grupos (p=0.276), sendo 039 0,14 mm’ e 044 + 0,05 mn’, nos controles e portadores de
sarcoma, respectivamente.

A Figura 10 (A e B) ilustra aspecto geral das aortas quando submetidas & pressdo de
perfusdo de 100 mmHg,

A Figura 11 (A e B) mostra detalhes de corte transversais das aortas de um animal
controleemndoente,ondcsevéaredm;ﬁodotamanhonuclearedaespessmadamédia. Numa
avaliagio qualitativa das caracteristicas dos mnicleos, verificou-se que eles se coravam mais
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intensamente com a hematoxilina e pareciam mais alongados e finos nos animais com tumor.

O nimero de 1aminas elésticas contadas néo foi diferente num grupo e noutro. Nos
animais do Grupo Sarcoma a contagem variou de 4 a 7 ldminas, com meédia de 5,3 = 0,3. Nos
animais controle a faixa de contagem foi de 5 a 7 laminas e média de 5,6 = 0,3. Comparadas
estatisticamente as medidas, ndo foi verificada diferenga significativa (p=0,090).

Na figura 12 (A e B) podem ser vistos detalhes de cortes transversais de aortas dos
grupos de estudo, analisados sob microscopia de fluorescéncia. O aspecto tortuoso, caracteristico de
contracio do vaso, que apresentam no controle ndo € observado nos animais com tumor.

Os resultados das médias e desvios-padrdo obtidos nas medidas morfométricas das
aortas sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Medidas morfométricas da aorta abdominal de ratas do Grupo Controle

e do Grupo Sarcoma

Espessura ’ B Area N° de
GRUPO da Camada | Nicleos | Didmetro e Laminas
Média | (n%/mm®) | Menor (mm)| Lominal® | piscticas
(nm) (mm®) (var.)
50,04 3,0x10° 0,59 0,39 5,6
CONTROLE 2,54 0,3x 10° 0,08 0,14 0,3
(5-7)
38,37 2,8 x 10° 0,48 0,44 53
SARCOMA 426 0,4x 10° 0,11 0,05 0,3
(4-7)
& b b | <eoer | 0240 | -00s2 =0,276 =0,090
’ (S) (NS) (NS) (NS) (NS)
Diferenca
(Intervalo 23% +1% 19% 2% 5%
confianga  |(-172-30%) |(-7a+21%)| (22-34%) | (-92a+16%) | (-10a+1%)
95% )% *

Obs.: Os valores apresentados sdo média e desvio-padrdo de cada parametro € a variagdo do
niimero de 14minas elasticas contadas/campo (var.); S — significativo; NS — néo significativo.

* Para a medida de 4rea luminal o tamanho amostral foi n = 10.
#*% Valores negativos da porcentagem indicam queda em relagdo ao Controle e valores positivos

indicam aumento.
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Figuras 8A e 8B: — Exame microscopico da aorta abdominal de rata do Grupo Controle submetida
a perfusdo com pressdo de 15 mmHg, com pequeno aumento (A — 100 vezes) e detalhe da parede
(B — 1000 vezes) mostrando o aspecto contraido do vaso. (Hematoxilina ¢ eosina).
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Figuras 9A e 9B: — Exame microscopico da aorta abdominal de rata do Grupo Sarcoma submetida
a perfusdo com pressdo de 15 mmHg, com pequeno aumento (A — 100 vezes) ¢ detalhe da parede
(B — 1000 vezes) mostrando o aspecto distendido do vaso. (Hematoxilina e eosina).
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Figura 10. Aspecto geral de aortas de animais submetidos a perfusdo com 100 mmHg e examinadas com
pequeno aumento & microscopia optica. A aorta do animal sem tumor, com 5 meses ¢ 190 g, apresentou
4rea luminal de 0,43 mm’ e didmetro de 0,66 mm (A). A aorta da rata com 0 sarcoma, com 5 meses, Peso
total 245 g e tumor com 60 g, mediu 0,50 mm? de area luminal ¢ 0,49 mm de didmetro (B). (HE, 100 vezes
de aumento).
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Figura 11. A — Detalhe da parede de aorta de rata do Grupo Controle , sem sinais de altera¢Ges, com
espessura da camada média de 53,8 um e 2,6 X 103 nticleos/mm? (5 meses de idade e 205 g de peso). B —
Aorta de rata do Grupo Sarcoma, com espessura da camada meédia de 40,8 ume 3,1 X 10° nucleos/mm’,
com redugdio do tamanho dos micleos que se coram mais intensamente pela hematoxilina (6 meses de
idade, 275g de peso total e tumor com 110 g). (HE, 400 vezes de aumento. Perfusdo com 100 mmHg).
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Figura 12. Comportamento de auto-fluorescéncia da eosina permitindo a visualizagdo das laminas
elasticas 4 microscopia de fluorescéncia (setas). No animal controle, com 5 meses e peso de 205 g,
contam-se 6 lAminas elasticas (A). Na rata com 0 sarcoma, de 5 meses de idade, com 240 g de peso

total e tumor pesando 55 g, 0 NUMEro de 1aminas elasticas que pode ser contado ¢ 5 (B). (HE, 1.000
vezes de aumento).
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3.6.2.2. Medidas do ventriculo esquerdo e das fibras esqueléticas

As medidas do didmetro interno do ventriculo esquerdo nos ratos com o cancer
(6,2 = 0,5 mm) mostram urma dilatagdo da cdmara em relago aos animais do Grupo Controle (4,9
+ 0,3 mm), sendo que as diferengas das medidas sdo estatisticamente significativas (p<0,001).

A Figura 13 permite a comparagdo dos corte transversais do coragdo de ratas dos
dois grupos estudados, pertencentes & mesma faixa etdria e com pesos semelhantes, opeso do
tumor sendo 55 g.

As médias das areas de seccdo transversa das fibras estriadas esqueléticas do m.
hiceps femoris foram diferentes estatisticamente (p=0,029) nas ratas com tumor em relagdo aos
animais controle. Os resultados foram 1111,8 £ 197,7 pmz (Controle) e 926,6 + 130,5 umz
(Sarcoma), correspondendo a uma redugdo media de 17%.

A Tabela 7 mostra as médias e desvios-padrdo das medidas cardiacas e das fibras

esqueléticas. Exemplos de cortes sdo vistos na Figura 14A e B, Controle e Sarcoma,

respectivamente.

Tabela 7. Medidas do diAmetro interno do ventriculo esquerdo e drea
das fibras esqueléticas do misculo biceps femoris

! Area de seccio
Grupo Diametro Interno Transversa de Fibras
do VE (mm) Esqueléticas (pm?)
K ot 49+03 1111,8 1977
(n=11)
Sarcima 6,2+0,5 926,6 + 130,5
(0=7)
Controle
X p<0,001 p=0,029
Sarcoma
Diferenca o 17%
(Intervalo Confianca e 17
95%) * (+18 a+34%) {-33 a-0.5%)

Obs.: Os valores apresentados sio média e desvio-padrdo de cada parametro. * Valores
negativos da porcentagem indicam queda em relagdo ao Controle e valores positivos
indicam aumento.
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Figura 13. Cortes transversais do coragdo de rata controle (C) e rata portadora de sarcoma (S).
Nota-se a dilatagio do ventriculo esquerdo da rata doente. VE - ventriculo esquerdo.
(Hematoxilina e eosina)

3.6.3. Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletronica revelou caracteristicas de desorganizagdo, atrofia e
degeneragio nas células da aorta de ratas do grupo Sarcoma, ndo observadas no grupo Controle.

De forma geral, nos animais com tumor, as fibras de musculo liso apresentavam
espessura consideravelmente reduzida, sem um contorno uniforme, de limites irregulares, algumas
vezes bizarros. A densidade dos filamentos citoplasmaticos ndo parecia estar diminuida. Nao foi
identificada calcificagéio citoplasmatica.

Os nucleos das células de musculo liso apresentavam cromatina densa sob o
nucleolema dos ratos com sarcoma sem equivaléncia na célula muscular do Controle (Figuras 15
e 16).
Havia um aparente aumento do estroma em relagdo a redugdo das células de musculo liso.
Algumas vezes remanescentes celulares nos espacos intercelulares eram indicativos de necrose
celular prévia, porém ndo foram encontradas células que sugerissem processo inflamatorio.

Células espumosas néo foram identificadas.
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Figura 14. Cortes transversais de fragmentos do musculo biceps femoris. (A) Rata Controle com
srea de secgdo transversa das fibras de 1172,2 £ 5176 um? e (B) rata do grupo Sarcoma, com 985,0
+418,4 um’. (HE, 400 vezes de aumento).
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Figura 15. Ultraestrutura da camada média de aorta do Grupo Controle. Material extracelular (E) e
niicleo da célula de misculo liso com caracteristicas normais (N). (13.000 vezes de aumento)
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Figura 16. Ultraestrutura da camada média de aorta do Grupo Sarcoma. Note-se aparente aumento
do material extracelular (E) e compactagdo da cromatina no nicleo da célula de misculo liso (N).
(13.000 vezes de aumento)
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4. DISCUSSAO
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4.1. CONDICOES GERAIS DOS ANIMAIS

No estudo realizado, as alteragbes fisicas e comportamentais ¢ de dosagens
hematolégicas e bioquimicas detectadas nos animais com tumor revelaram um quadro de
profundo desgaste do organismo hospedeiro.

Em relaglo a0 comportamento do animal, chama a atengfio a redugfo das
atividades fisicas que pode ser interpretada como resultado de um declinio da atividade
motora, descrita na caquexia tumoral, funcfio possivelmente do declinio da ingestio
alimentar (SMITH er ol, 1993), da atrofia muscular esquelética ou de uma possivel
miopatia, achados clinicos freqiientes em pacientes com caquexia tumoral (MEGUID ef al,
1983; KERN & NORTON, 1988).

Contudo, entre outros fatores, o volume ¢ ¢ peso do tumor (totalizando mais
de 30% do peso do animal) também podem estar contribuindo para essa alteragéo do
comportamento das ratas observado no modelo experimental utilizado.

Qutro sinal indicative de um quadro de caguexia € o baixo peso da carcaga
verificado no Grupo Sarcoma.

O peso da carcaga se manieve sempre abaixo do peso esperado para cada
faixa etaria, quando comparado com o Grupo Controle. De acordo com CHANCE ef al.
(1986), o tumor induzido pelo MCA causa substancial perda de peso quando a massa
neoplasica atinge 30% do peso corporeo, como € o caso nesse estudo.

ALBRECHT & CANADA (1996) relacionam a perda de peso observada na
caguexia tumoral com uma ingesido inadequada de nufrientes, num nivel abaixo do
necessario e que poderia ocorrer por 3 mecanismos: (1) incapacidade de ingerir alimentos,
(2) elevado gasto energético e (3) competicio por nutrientes entre o tumor e o hospedeiro.

Em relaglio ao sarcoma induzido pelo MCA, embora nfio tenham sido
localizados relatos na literatura sobre a incapacidade de ingestdo de alimentos nos animais
portadores desse tumor, um comportamento hipofigico associado & perda de peso sdo
achados muito freqientes nesse modelo experimental (LUNDHOLM et al., 1980, POPP,
BRENNAN, MORRISON, 1982; KARLBERG et af 1983; KERN & NORTON, 1988,
MOLEY ef al., 1988; SMITH et al., 1993). No estudo, nfo foi realizada nenhuma avaliagio
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do comportamento alimentar das ratas, mas provaveimente a diminui¢fo da ingestdo seja
um fator importante a ser considerado.

J4 a respeito da elevagdio do gasto energético, estudos em pacientes e em
animais tém associado os sarcomas a respostas hipermetabolicas (DEMPSEY er af,, 1984;
ROH er al., 1985; SHAW, HUMBERSTONE, WOLFE, 1988), podendo ser também um
dos fatores responsaveis pelo baixo peso da carcaga do hospedeiro observado no modelo
utilizado nesse estudo.

A competicio por nutrientes torna-se um aspecto importante a ser
considerado no estudo, pois de acordo com COSTA (1977), em modelos animais de
neoplasias em que a massa tumoral exceda 30% do peso do hospedeiro cria-se uma
condigdo especial de parasitismo.

Qutros distirbios caracteristicos da caquexia tumoral e que foram detectados
nas ratas doentes deste estudo foram a hipoglicemia, a deficiéncia protéica ¢ a anemia.

Os reduzidos valores de hematderito © hemoglobina nos animais com tumor
indicam uma aneria profunda que provavelmente seja resultante da desnutrigfio ¢ da acfo
de citocinas (BLICK et al., 1987, MOLDAWER ef al., 1989), como o TNF-a, cuja ago in
vitro estd relacionada 4 inibicio da proliferagdo da célula precursora da hematopoiese
(PEETRE et ol, 1986). Além disso, a propria anemia contribui para o desgaste do
hospedeiro, pois tem sido associada a um aumento do consumo energético basal do
organismo (LOWRY, 1991; HYLTANDER et af., 1991).

Os niveis de proteinas totais medidos no sangue refletem o alto grau de
caréneia nutricional das ratas com tumor. A hipoproteinemia observada poderia ser
resultado, também, de um desequilibrio do metabolismo protéico num animal caquético
(NORTON, STEIN, BRENNAN, 1981; FEARON er al., 1988; DWORZAK er al., 1998),
Na caquexia tumoral, aparentemente ocorte uma mé adaptagdo do hospedeiro ao estado de
inanicéio, resultando numa redistribui¢do de aminoacidos, com perda no musculo (a partir
da degradacdio de proteinas) e aumento, especialmente no figado, para sintese de proteinas
de fase aguda, um dos mecanismos de resposta de defesa do hospedeiro ao crescimento
tumoral (KARLBERG of al., 1983, KELLER, 1993).
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Uma das expressfes clinicas da deplegfio das proteinas do hospedeiro é 2
hipoalbuminemia (MEGUID ar o/, 1983; KERN & NORTON, 1988), condi¢iio presente
nos amimais portadores de tumor desse estudo.

Segundo SIROTT er ol (1993), uma redugfio na concentragdio sérica da
albumina € um marcador bem estabelecido de prognodstico reservado em varias doengas,
inclusive em pacientes portadores de neoplasias malignas.

No céncer, a hipoalbuminemia pode ser resultado da soma de rés condiges:
sintese deprimida, aumento da degradagBo e distribuigio alterada em diferentes
compartimentos do organismo — por exemplo, no figado, no tumor ou no sangue
(ROTHSCHILD, ORATZ, SCHREIBER, 1975; KARLBERG ef al., 1983; SHAW ef al,
1991). De qualquer forma, representaria uma expressio de metabolismo alterado na
presenga da neoplasia (BOZZETT] ef al., 1982).

Flutuagdes no balango de fluidos em animais com tumor ocorrem muito cedo
no curso da doenga, sendo que o achado mais consistente ¢ o aumento total da dgua do
corpo (LUNDHOLM et al., 1980).

Por exemplo, num estudo realizado em ratos Fischer 344 implantados com
tumor induzido pelo MCA, SMITH er of. (1993) observaram a ocorréncia de polidipsia,
com um consumo de 4gua 2 a 3 vezes acima do normal nos animais severamenie
caquéticos.

Segundo KARLBERG ef ol (1983), uma caracteristica do sarcoma
experimental induzido pelo MCA é o aumento do volume plasmatico em 25%, causando
uma hemodiluigo que influiria nas medidas da albumina no compartimento intravascular.

Entretanto, ja que um dos principais estimulos para a produgdo de albumina
pelo hepatocito é a pressdo coloidosmética do soro (PIETRANGELO & SHAFRITZ,
1994), seria esperado um aumento compensatério na sintese da proteina. Aparentemente a
taxa normal de sintese de albumina total observada em estudos com céncer, representa uma
supressio de uma resposta compensatoria, citocina-induzida (FEARON et al., 1998).

Outro aspecto que deve ser considerado na hipoalbuminemia ¢ a acidose
sanguinea,

A maioria dos tumores solidos, seja pela alteragio de isoenzimas ou pelo

déficit vascular, conta quase que exclusivamente com o metabolismo anaerébico da glicose
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como principal fonte energética, a maioria sendo convertida em lactato (NOLOP et al,,
1587. HOLM et al., 1995).

CHEN et al. (1993) verificaram que ratos portadores de tumores induzidos
pelo MCA e de grande tamanho, apresentavam concentragSes de bicarbonato e pH arteriais
reduzidos quando comparados aos controles, razéo pela qual foram considerados acidéticos
(acidose metabolica).

Um estudo realizado em seres humanos mostrou que a acidose metabdlica
causa um balango negativo de nitrogénio e diminui a sintese de albumina (BALLMER et
al., 1995).

Em cultura de células hepaticas, a acidose causou a redugfio da secregfio da
albumina e da ferritina sem alterar a produgfio de proteinas positivas de fase aguda
{ULRICH et al., 1999).

Os animais com tumnor apresentaram gueda de pH e da concentragfio do fon
bicarbonato, com pressdes parciais dos gases em taxas semelhantes aos controles. Esses
resultados indicam que as ratas apresentavam acidose metabolica.

Embora os métodos empregados nesse estudo nfio permitam qualquer
conclusdo mais especifica sobre a hipoalbuminemia nos animais com tumor, a avaliagdo
conjunta das alteragGes sanguineas detectadas pode auxiliar na interpretago da reduglo da
proteina sérica.

As concentragdes plasmaticas do calcio na forma inica (fragdo circulante
ndo ligada & albumina) estavam significativamente aumentadas e podem, pelo menos em
parte, serem explicadas pela menor disponibilidade de moléculas de albumina no sangue
dos animais com fumor.

Levando-se em consideragdo os resultados obtidos e as informagles da
literatura, pode-se supor que tanto uma provavel hemodiluigdo quanto uma condi¢3o
metabolica alterada tenham contribuido para a hipoalbuminemia detectada nos ratos do
grupo Sarcoma.

Ainda em relagfio a0 metabolismo protéico, outra alteragio constatada foi o
aumento da concentracdo da uréia sérica nas ratas com a neoplasia, também observada por
KARLBERG et al. (1983). O ciclo da uréia é o passo metabdlico central nos mamiferos
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para dispor de produtos da degradagfio celular que contenham nitrogénio e que sio
excretados na urina como uréia (COOMES, 1997).

Assim, o resultado obtido pode ser interpretado como conseqiiéneia de um
intenso catabolismo protéico, especialmente no compartimento muscular esquelético, um
dos tecidos que sofre maior depleciio na caquexia tumoral (COHN e al., 1981; NORTON
et al., 1981; MACFIE & BURKINSHAW, 1987, DWORZAK er 4l., 1998).

Um fendmeno a ser considerado ¢ a necrose tumoral, onde ocorre intensa
atividade proteolitica. Os fibrossarcomas experimentais sfo tumores que apresentam
normalmente Areas com hemorragia € necrose causadas por isquemia, infeccio ou trauma,
ou ainda pela morte celular de um tumor de crescimento rapido (CARTER, 1987).

Qutra provavel conseqiiéncia da necrose celular que ocorre no tumor & um
aumento da concentragiio de potassio plasmético, como o detectado nos animais doentes.
Na necrose, em fungio da perda da integridade celular, ha ruptura de organelas e ruptura da
célula, com escape de material para o espago extracelular (COTRAN et al., 1999).

Baixos niveis de glicose plasmdtica foi outro achado nos animais com
sarcoma. De acordo com COSTA (1977), a hipoglicemia em pacientes portadores de
fibrossarcoma foi uma das primeiras alteragdes do metabolismo da glicose na neoplasia
citadas na literatura.

IMMERMAN, SENER, KHANDEKAR (1982), propuseram quatro
mecanismos para a hipoglicemia induzida pelo tumor: (a) atividade de insulina ou
“insulina-like” produzida pelo tumor; (b) reduglio da gliconcogénese; (c) alterago do
metabolismo do glucagon e (d) aumento da utilizagéo da glicose pelo tumor.

Elevados niveis de horménio de crescimento—II “insulina-like” t€m sido
descritos no soro e no tecido tumoral em pacientes com hipoglicemia associada a tumores
grandes de origem mesenquimal (DAUGHADAY, 1989).

Além disso, os sarcomas experimentais sdo conhecidos como “consumidores
de glicoss” (GULLINO, GRANTHAM, COURTNEY, 1967). Muitos twmores solidos
utilizam a via anaerébica para obtenglo de energia (NOLOP et al., 1987, HOLM er al,
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1995} e, ja que a glicdlise € um método de baixa eficiéneia, altos niveis de glicose serfio
consumidos pela neoplasia (TISDALE, 1997).

Queda signtficativa na concentragio plasmatica da glicose em animais com
sarcoma foi observada em outros estudos (SHAPOT, 1972; LUNDHOLM er al., 1980;
BURT et al., 1981; De BLAAUW, DEUTZ, MEYENFELDT, 1998).

Em resumo, na fase de coleta das aortas, os animais portadores de tumor
desse trabalho apresentavam um quadro importante de desnutrigfio ¢ alieragbes metabdlicas
relacionadas & presenca do sarcoma, confirmando o quadro de caquexia turnoral.

4.2. ATIVIDADE DA SSAO

A Vi € um parmetro cinético caloulado a partir de medidas da atividade
especifica da enzima. A atividade especifica, por sua vez, ¢ calculada por unidade de
proteings totais do tecido analisado, o resultado sendo expresso como: nanomoles de
aldeido produzido em uma hora de reagéio enzimética em cada miligrama de proteinas totais
contido no homogenato do tecido. Em outras palavras, ¢ uma medida que permite avaliar
isoladamente a atividade enzimdtica, sem a interferéncia das variagfes individuais do
contelido protéico geral dos organismos (normalizag&o dos resultados).

No modelo experimental utilizado, houve uma redugfio média de 35% da
Vonax 42 SSAQ nas aortas dos animais com tumor.

Aparentemente, 2 causa da queda da agio da enzima contra a benzilamina
ndo ests relacionada a modificagBes na afinidade pelo substrato, ja que os valores de Ky,
nfio foram estatisticamente diferentes entre os dois grupos de estudo.

Fntretanto, numa observagio mais minuciosa dos valores da Constante de
Michaelis obtidos individualmente em cada “pool”, wverifica-se existir uma maior
homogeneidade entre os resultados do grupo Controle (desvio padrio de 0,97 uM). No
grupo Sarcoma os dados de K, s#o bastante heterogéneos, conforme mostra © desvio
padrio de 2,92 M. Essas dados indicam a necessidade de novos estudos, com maior
amostragem para confirmar e, caso persista, para estabelecer o possivel significado da

variabilidade do K., nos vasos dos animais com tumor.
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Os estudos de LEWINSOHN (1981a) e HAYES, OSTROW, CLARKE
(1983), determinando a atividade da SSAO contra a benzilamina em homogenatos de
regibes aterosclerdticas de aortas humanas, também mostram queda da Ve sem alteragio
significativa do K. Os autores sugerem uma relagio entre reducfio da densidade da
populagio celular e queda da Ve da SSAO na placa aterosclerdtica.

Comportamento semethante dos pardmetros cinéticos da amino-oxidase
contra a benzilamina foi relatado em estudos com aortas de ratos de 23-26 meses, quando
comparados com ratos de 3 meses (DANH et al., 1985). Os autores detectaram uma queda
de 30-40% na Vi da SSAO nos vasos dos ratos velhos (estatisticamente significativa)
sem que houvesse diferengas nos valores do Ky,

Quando comparados com o0s resultados em ratos senis e nas placas
ateroscleréticas, os valores obtidos nas ratas com sarcoma sugerem que a redugfo da
atividade da SSAOQ esteja associada a modificagdes vasculares similares as que ocorrem no
vaso no processo de envelhecimento.

Por outro lado, LANGFORD er al (1999) estudaram os efeitos
fisiopatologicos na parede da aorta torécica resultantes da inibicdo crdnica in vive da
enzima SSAQ em ratos a partir de 21 dias de idade.

As lesBes observadas foram uma intensa desorganizago da arquitetura da
elastina na camada média, acompanhada de alteragBes degenerativas e metapléasicas nas
células de musculo liso. Além disso, os vasos exibiam um aumento no didmetro fuminal
(dilatagdo) em relaglio aos controles.

Os autores sugerem, entio, que um possivel papel da enzima esteja
relacionado 2o desenvolvimento da elastina e que a falta de maturagéio normal do tecido
conjuntive poderia conduzir & formac8o de aneurismas ¢ a morte.

Embora seja uma hipdtese que ndo pode ser desconsiderada, a existéneia de
inibigio enddgena da SSAO causando uma redugdo da atividade da enzima ¢ a possivel
relagiio dessa inibigio com as alteragdes morfolégicas vasculares observadas no presente
modelo animal de tumor, nfio pdde ser determinada em funggo dos limites da metodologia
empregada neste estudo.
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4.3. MORFOLOGIA

Além da redugfio do pardmetro cinético, o estudo morfologico das aortas
também mostrou alteragfes nos vasos das ratas doentes.

A avaliago macroscépica da cavidade abdominal, j4 apomta para um
possivel comprometimento da rede vascular pré-existente, A dilataco, a tortuosidade, o
curso irregular e as ramificagdes dos vasos sdo anormalidades também observadas por
VIAMONTE, ROEN, LEPAGE, (1973) em estudos angiogrficos de pacientes portadores
de tumores malignos.

A anilise microscopica da aorta mostrou caracteristicas indicativas de atrofia
da camada média nos animais com tumor.

Considerandonse o animal como wm todo, essa atrofia vascular apareceu em
conjunto com um quadro de baixo peso da carcaca, anemia profunda, hipoproteinemia e
hipoglicemia, acidose metabdlica e niveis séricos aumentados de célcio idnico, potassio ¢
uréia, Também fez parte do quadro, a dilatagio da cavidade ventricular esquerda e perda de
massa muscular esquelética,

| O desgaste da musculatura periférica pode ser resultado de aumento do

catabolismo ou da reducfio da sintese protéica ou de uma combinagdo dos dois fendmenos
(TISDALE, 1993). LUNDHOLM et al. (1980}, utilizando camundongos portadores de
sarcoma induzido pelo MCA, verificaram que a degradagdo de misculo esquelético fornece
aproximadamente 50% das necessidades tumorais de nitrogénio e carbono, enquanto que a
alimentagio e os outros tecidos do hospedeiro fornecem o restante. DWORZAK et al.
(1998) relatam que em pacientes com caquexia tumoral 0 compartimento esquelético
parece ser 0 mais comprometido, com uma importante queda na sintese de proteinas.

Atualmente, os estudos sobre a aceleraclio da protedlise muscular tem-se
centrado na ativagio da via metabdlica ATP-dependente envolvendo a ubiguitina
(BARACOS et al., 1995). De acordo com LLOVERA et al. (1994), a expressdo do gene da
ubicquitina esth aumentada nos masculos esqueléticos de ratos portadores de um hepatoma
experimental.

Em relacdio 4 desnutrigio, o seu efeito sobre a arquitetura vascular ndo foi
avaliado isoladamente. Entretanto, de acordo com YOSHIDA ef al. (1995), a aorta de ratos
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desnutridos mostra uma redugfo da substincia fundamental ¢ um aumento da espessura das
laminas elasticas, sem alteragOes na camada endotelial ou nas células de misculo liso.

Nas ratas do grupo Sarcoma, porém, as laminas cldsticas aparentemente niio
apresentavam tal alterag@o. Por outro lado, a microscopia eletrénica revelou caracteristicas
de atrofia nas células de musculo liso da média, com irregularidades na forma e
compactagio da cromatina e considerdvel redugio do tamanho celular.

A desnuiricBo parece ser um fator bastante imporiante nos animais
utilizados, porém n#o deve ser a Gnica condigfo a ter efeito sobre as aortas.

Uma outra alteragio do metabolismo que supostamente poderia estar
associada 4 atrofia seria a acidose, pois ¢ conhecido que esse distirbio metabolico estimula
a protedlise muscular a partir da ativagio da via proteolitica que envolve a ubiquitina
(MITCH ef al., 1994). Embora os mecanismos bioquimicos da atrofia tecidual sejam pouco
conhecidos, alteracdes na sintese ¢, especialmente, na degradagio de proteinas parecem
estar diretamente envolvidas (COTRAN et al., 1999). |

Nas ratas do grupo Sarcoma foram observadas, simultaneamente, acidose
metabdlica ¢ caracteristicas de atrofia das células do misculo liso da camada média da
aorta. Uma associagdo entre a atrofia de células do masculo liso vascular detectada e a
acidose medida, entretanto, s& poderia ser estabelecida a partir de estudos da via
proteolitica nos vasos, sob as mesmas condigles.

Ainda em relagdo a atrofia da camada média, modificagies na composicio
dos vasos implicaria em alterages das propriedades mecanicas dos orglos.

As células de musculo liso sfo responséaveis pelas propriedades mecénicas
ativas da parede da aorta ¢ pela produgo da matriz extracelular ¢ ldmina elastica
(RHODIN, 1962; FAWCET, 1994). A elastina ¢ o colageno s80 os principais componentes
responsaveis pelas propriedades passivas (ROACH & BURTON, 1957).

Portanto, pode-s¢ imaginar que com a atrofia das celulas de misculo liso
aconteca um comprometimento das propriedades mecanicas, tanto pela redugdo da fungdo
contrati] quanto da fung#o secretora da célula,

A tesposta aparentemente distinta dos vasos a baixa pressdo de perfuso do
fixador parece apontar para modificagdes mecénicas da aorta nos animais com tumor.
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Os fatores mais comuns que causam redugdo da resisténeia da parede
arterial sdo o envelhecimento, processos inflamatérios associados ou ndo a aterosclerose,
fatores hereditarios (formagdo inadequada dos componentes) ¢ a gravidez (PRETRE &
SEGESSER, 1997; METZE & MONTENEGRO, 2000).

Ratos muito vethos (35 a 45 meses) foram examinados por KOIIMAHARA
{1985) para avaliar as mudangas na parede da aorta (pela microscopia eletrbnica)
relacionadas 3 idade avangada.

O autor relata que as alteragdes mais marcantes da parede foram encontradas
principalmente na média: as células de masculo liso tinham citoplasma irregular,
ramificado e geralmente se apresentavam reduzidas no tamanho e com “atrofia bizarra”,
havia necrose ou perda celular em dreas focais; foi verificado aumento da substincia
fundamental tanto quanto de fibras de colageno, além de calcificagdio em algumas das
células musculares necréticas; a rede eldstica, entretanto, nfio estava destruida; células
espumosas derivadas das células de miisculo liso foram observadas. Na intima, nio havia
sinais de aterosclerose, embora leve espessamento difuso ou localizado da camada estivesse
presentg,

Os resultados da andlise da microscopia eletrbnica da aorta do grupo
Sarcoma dividem muitas semelhancas com os achados de KOJIMAHARA (1983). A
atrofia e as formas irregulares das células de misculo liso, 0 aumento relativo de estroma ¢
os restos celulares indicativos de necrose sio observagbes comuns aos dois estudos.
Portanto, assim como acontece em relago a atividade da SSAO, as alteragbes morfologicas
que OCOTem na aorta na presenga do sarcoma mostram uma similaridade com o processo
de envelhecimento.

Outra condiclio associada & redugio da resisténcia da parede arterial € a
gravidez. Modelos experimentais com ratas prenhes mostraram um aumento do volume
plasmatico na gestaglio (BAYLIS, 1979/1980; ATHERTON & PIRIE, 1981) ¢ um aumento
da complascéncia e da distensibilidade da aorta (SLANGEN et al., 1996, 1997).

Um aumento do volume plasmético de 25% foi relatado por KARLBERG er
al. (1983) no modelo experimental de tumor induzido pelo MCA, o mesmo utilizado nesse
estudo. A resposta da aorta 4 baixa pressdo de perfusdo do fixador pode indicar um

aumento na distensibilidade do vaso como uma resposta adaptativa a uma alteraglo do
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volume circulante. A dilatagio da cdmara ventricular esquerda observada nos ratos do
grupo Sarcoma também pode ser resultado desse possivel aumento.

A anemia e a hipoproteinemia, diminuindo a viscosidade sanguinea,
facilitariam o fluxo do sangue, melhorando, portanto, o aporte nutricional aos tecidos do
hospedeiro e ao tumor.

Entretanto, nem o volume plasmatico, nem as propriedades mecinicas foram
medidos, impossibilitanto uma analise mais conclusiva.

Dentre os fatores congénitos que podem contribuir para a redugio da
resisténeia da parede vascular, um exemplo € a Sindrome de Marfan, caracterizada pela
produciio de tecido conjuntivo anormal cawsada por uma mutagdo cromossémica
(KAINULAINEN ef al,, 1990). A anormalidade vascular ocorre por conta de modificagfes
da l&mina eldstica, com alteragdes consistentes com fadiga de material (JEREMY er al,
1994), O enfraquecimento da parede vascular resulta na formagfo de aneurismas.

Geralmente se definem aneurismas comeo dilatagfes circunscritas dos vasos
ou das cmaras cardiacas. Os aneurismas s#o provocados pela formacio inadequada dos
componentes ou pela destruicfio da parede (METZE & MONTENEGRO, 2000),

De acordo com ANIDJAR et a2l (1994), a expansdo de um aneurisma
ocorreria inicialmente com a perda seletiva de fibras elasticas e um aumento limitado do
didmetro da aorta. As fibras de coldgeno restantes garantiriam a integridade estrutural ¢ a
forma cilindrica do vaso. A medida que as fibras de coldgeno se tornam dissociadas, o
equilibrio hemodindmico ¢ perdido ¢ o didmetro aumenta. A degeneragfio da camada média
também ¢é acompanhada de perda de células de musculo liso através do fenbmeno da
apoptose (ANIDJAR et al., 1994, LOPEZ-CANDALES et al., 1997).

Nas ratas com tumor deste estudo nfio foi detectada dilatag@io do vaso, pois
as medidas de drea luminal e de didmetro interno menor nfo apresentaram diferengas
estatisticamente distintas do controle. Portanto, considerando-se a definiglo de “dilatagdes
circunscritas”, as aortas das ratas doentes néio foram consideradas aneurismaticas.

Em relagdo a perda celular, entretanto, embora houvesse redugfo da
espessura da camada média, ela ndo foi acompanhada de modificagfes significativas na
densidade de nacleos. Todavia, se a atrofia das células de musculo liso envolvesse somente

reducdio volumétrica, seria esperado um aumento na densidade de nicleos. Os resultados
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apontam, portanto, para uma perda celular numérica. Os restos celulares evidenciados
pela microscopia eletronica confirmam uma perda celular numérica, seja pelo
fendmeno da necrose, seja a partir da apoptose.

A inflamaglio crfnica, caracterizada por infiltragio de células
mononucleares na parede mais externa da aorta ¢ comumente observada nos
apeurismas aterosclerdticos de aorta abdominal (KOCH er al., 1990; BROPHY ef al.,
1991; FREESTONE et al., 1995). Também ndo foram encontradas células indicativas
de inflamagdo na parede do vaso.

Em resumo, a respeito da redugfio da resisténcia da parede vascular, as
aortas dos animais do grupo Sarcoma, tém caracteristicas semelhantes as aortas de
ratos velhos (em relacdo 4 atrofia), porém sem aspecto aneurismatico ou de processo

inflamatério.
4.4, CONSIDERACOES FINAIS

Aparentemente, a condigfo geral de deplecBo da sindrome da caguexia
tumoral também afeta a estrutura e a fungdo vasculares.

Uma hip6tese possivel em fungio dos resultados obtidos nesse estudo
seria a de que a atrofia das células de musculo liso da aorta dos ratos doentes esteja
associada a alteracbes da sua funglio secretora.

A queda da atividade da SSAO poderia ser interpretada como resultado
de uma redugio da sintese da enzima em uma célula em atrofia. ISHIZAKI (1990),
estudando a atividade plasmatica dessa amino-oxidase em pacientes com doengas
vasculares cerebrais, sugeriu que a redugéo da atividade da enzima refletiria o estado
de deteriora¢io da parede vascular.

Por outro lado, considerando-se que a inibigfo cronica da SSAQ in vive
estd relacionada 2 alteragdes degenerativas e metaplasicas nas células de misculo liso
da aorta (LANGFORD e al., 1999), ¢ possive! que uma redugdo na sintese da enzima,
alterando o0 metabolismo de aminas, também esteja relacionada a processos

degenerativos.
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Assim, pode-se supor que distiirbios metabolicos nas c€lulas de maisculo
liso da aorta dos animais portadores de tumor causariam uma diminuicio da sintese da
SSAQ que causaria, entfo, uma série de distirbios celulares, numa seqiiéncia de
eventos.

Da mesma forma, também pode-se supor que essas células estariam
produzindo uma matriz extracelular alterada e, como consegiiéncia, o vaso

apresentaria propriedades mecinicas inferiores aquelas de uma aorta normal.
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5. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nesse estudo permitiram concluir que:

1. As ratas portadoras do sarcoma apresentaram um quadro de desgaste do organismo,
composto de alteragOes fisicas, comportamentais ¢ metabolicas que so indicativos de
caquexia tumoral.

2. A reduglio da area de secgio transversa das fibras musculares esqueléticas indica perda

de massa muscular, compativel com um quadre de caguexia tumoral.

3. Nas aortas dos animais com céncer ocorreu reducgfo da espessura da camada média em
conseqiiéneia da atrofia das celulas de misculo liso, com sinais de perda celular.

4. As alteragbes morfologicas € o comportamento da SSAQ encontradas nos vasos dos

animais com sarcoma s&o semelhantes s alteracGes descritas em aortas de ratos senis.
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6. SUMMARY

151



Cancer cachexia is a systemic disorder composed by physical wasting
features and metabolic disturbance. Although skeletal muscle and fat tissue are the most
affcctgd structures, atrophy of heart, spleen, liver and kidney has also been described.
Clinical and experimental data about alterations due to cachexia of the pre-existing host
vessels are rare. The purpose of this study was to evaluate possible morphological and
enzymatic alterations in the aorta of rats bearing a methylcholanthrene-induced sarcoma
(MCA) in advanced stage.

Hematological and biochemical parameters were analysed in order to
evaluate animal conditions. Lumen cross-sectional area, media thickness, lesser inside
lumen diameter, elastic laminae number and nuclear density were the morphometric
parameters measured in the aorta. Ultrathin sections were examined by transmission
electron microscopy. Semicarbazide-sensitive amine oxidase (SSAO) kinectics was

determined by the deamination [ *C] Benzylamine in homogenates of rat aorta.

Tumor bearing rats presented signs of general physical wasting with weight
logs, anemia, hypoalbuminemia, hypoglycemia, electrolyte disturbance and metabolic
acidosis. The SSAQ Viex was 35 % lower in MCA. aorta rats (p<0,05) but the K, was not
different between the groups. Morphometry showed significant decrease of the thickness of
the media (Control=50,04 + 254 and MCA=3837 = 426 pm, p<0,0l). Electron
microscopy showed atrophy of smooth muscle cells, with a considerable reduction of cells

size, a more dense nuclear chromatin and irregularities in cytoplasmatic outlines.

In conclusion, the biochemical and morphological alterations found in the

aorta of tumor bearing rats are very similar to those described for aging rats.
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