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RESUMO

A associagdo entre gravidez e cancer nio & rara, sendo que essas condigdes
fisiopatologicas envolvem mudangas na proteina sérica. Neste trabalho, nos avaliamos o efeito do
desenvolvimento do tumor de Walker 256 e sua influéncia sobre o desenvolvimento fetal e sobre
os pardmetros protéicos séricos em ratas jovens e adultas gravidas. Apoés o acasalamento,
fémeas Wistar jovens (50 dias) e adultas (90 dias) prenhes foram distribuidas em 3 grupos:
jovens gravidas controle (jgc), jovens gravidas com tumor (jgw), jovens gravidas inoculadas com
liquido ascitico (jga), adultas gravidas controle (age), adultas gravidas com tumor (agw), adultas
gravidas noculadas com ascite (aga). Foram também utilizadas ratas virgens distribuidas em 3
grupos: jovens controle (jc), jovens com tumor (jw), jovens inoculadas com liquido ascitico (ja),
adultas controle (ac), adultas com tumor (aw) e adultas inoculadas com liquido ascitico{aa). Nos
grupos (jw) e (aw) injetou- se no subcutineo 2,5x10° células neoplasicas viaveis. Os grupos (ja)
e (aa) receberam inoculaglo didria de 2,0ml de liquido ascitico. Apds o sacrificio, no 19° e 21°
dias, foram coletadas amostras de sangue para determinacio da proteina total e analise
eletroforética. Amostras do soro foram diluidas em tampiio Tris- Hcl sendo analisado em
eletroforese em gel de acnilamida 10% com SDS 1%. O gel foi corado com Coloragio de Prata.
O peso molecular das bandas foram calculadas pela comparacio de proteina padrio, e
respectivamente comparada com grupos controle, onde verificamos intensas alteracdes na
unidade feto / placentania, nos grupos de ratas jovens portadoras do carcinoma de Walker 256,
em ambos os periodos de experimento {19° e 21%). As ratas adultas portadoras de tumor e
inoculadas com liquido ascitico apresentaram reducdio do peso fetal no 21° de experimento.
Redug:ﬁo do hematdcrito nas ratas jOVBﬂS e adultas gfawdas ou ndo portadoras de tumor. O perﬁl o
eletroforético das fémeas, tanto jovens quanto adultas, portadoras de tumor e inoculadas com
liquido ascitico, apresentaram alteragdes em relagio a expressio das fragdes protéicas entre os
pesos moleculares de 116KDa e entre 30 e 20KDa Essas alteragdes foram provavelmente
devido a mfluéncia de varios fatores, diretos e/ou indiretos, produzidos pelas células neoplasicas
e/ou células do hospedeiro, 0s quais puderam ser reproduzidos pela inoculaggo do liquido

ascitico.

Auxilio Financeiro: FAPESP (n°9 8/03066-0; 96/09463-6) FAEP-UNICAMP, CNPg/CAPES
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INTRODUCAO

a) Gravidez e suas adaptacées fisiologicas

‘A gravidez , tanto em mulheres como em ratas, ¢ caracterizada por duas
fases distintas: formacfio de estoques energéticos maternos e de atividade
metabolica (HERRERAS et al,, 1991). A primeira, chamada de fase anabélica,
ocorre, predominantemente, do inicio até a metade da gestacdo, havendo acumulo
de gordura no tecido adiposo, deposicdo de glicogénio no figado e aumento da
massa corporal magra (proteina, exclusivamente). A segunda, chamada fase
catabolica. ¢ caracterizada pela mobilizagdo dos estoques maternos, provendo os
substratos necessarios ao crescimento fetal. Nessa fase, o turnover do tecido
adiposo esta acelerado (aumento da deposicdo e mobilizacdo de triglicérides), a
concentragdo de glicogénio hepatico tende a decrescer e ha aumento da protedlise
muscular materna (HERRERAS et al., 1991; FREINKEL & METZGER, 1992).

Na fase catabolica da gravidez normal, tem-se catabolismo protéico e
mobilizagdo dos triglicérides, em decorréncia ao aumento da resisténcia periférica
a insulina ¢ ao aumento de catecolaminas e glicocorticdides; assim ocorre
aumento dos substratos plasticos e energéticos para o desenvolvimento da

placenta e do feto (ADAM & FELIG, 1978).

~-Segundo..... DEMARCO.-et--al.,-(1997), - durante & -gravidez, -nutrientes

derivados da mée suprem o feto via circulagfo placentaria. O nivel plasmatico de
glutamina na veia umbilical e fetal ¢ alta, sugerindo que a mesma ¢ necessaria
para o desenvolvimento e rapido crescimento do feto. Uma vez que participa da
sintese de purina e pinmidina na divisdo celular, contribuindo, portanto, para um
metabolismo energético normal.

As adaptacdes do metabolismo protéico durante a gravidez sfo muito

pouco defimdas. Existem evidéncias de que, durante o inicio da gestacéo de ratas,



ocorre acumulo de proteina na carcaga, que serd mobilizada através do
catabolismo protéico muscular materno, assegurando o suprimento de
aminoacidos que serdo utilizados para o crescimento fetal nos estagios finais da
gravidez (BEA'TON et al. 1954; NAISMITH 1966 ¢ 1973; MAYEL-AFSHAR &
GRIMBLE, 1982 e 1983). Segundo MILLICAN et al. (1985 e 1987) em
camundongos, a sintese de proteinas no tecido materno aumenta durante a
gravidez. No periodo gestacional ha uma intensa mobilizacdo de aminoacidos
associados a ingestdo de alimentos, que ndo podem ser comparados ao aumento
do crescimento fetal durante a gravidez (WEJS et al., 1995). Para SUprir as
necessidades de sintese protéica, ou outros processos metabolicos, o0s
aminoacidos livres sdo rapidamente captados do sangue materno pela placenta.
Uma das principais fungdes da placenta nos mamiferos ¢ de proporcionar nutrigdo
ao embriio em todos os estagios do seu desenvolvimento. Assim, através do
mecanismo da difusdo ocorre passagem de agua, gases e nutrientes ao feto, bem
como de produtos de excregdo do feto para a mie. Para que isso ocorra, ha uma
profunda alteracio no metabolismo materno decorrente da aco de diversos
horménios em diferentes estigios da gravidez (KALKHOFF,1991; FREINKEL &
METZGER, 1992).

A atividade metabolica da placenta €, portanto, de regular a passagem de

-.putrientes para..o. feto, e o controle de seu balango energético ¢ crescimento
(HAY, 1991). Sendo que, a maior mmfluéncia sobre esta transferéncia sdo: fluxo
sangiiineo ¢ uma nutri¢do materna adequada (LANGLEY et al.,1996).

Durante a gravidez, alteragdes bioquimicas sfo canalizadas para
fornecerem suporte para estas alteracdes metaboélicas, variando de acordo com o
periodo gestacional, como por exemplo o elevagio do volume sangiiineo, de 3500

ml, (antes da gestagdo) para 5000 ml (ao seu final), hemodilui¢do das proteinas
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plasmaticas circulantes ¢ a sintese de outras subunidades protéicas em humanos
(LORENZI, 1991).

As proteinas circulantes constituem os componentes mais importantes do
plasma. Representam uma mistura muito complexa de mais de 100 diferentes
tipos. Destas proteinas, as principais s3o: albumina, imunoglobulinas, fatores de
coagulagdo, fibrinogénio, componentes do sistema de complemento, transferrina,
haptoglobulina, plasminogénio, ceruloplasmina, lipoproteinas, o antitripsina,
transcobalamina, o;-glicoproteina (LORENZI, 1991). Todas as proteinas do
plasma s3o produzidas pelos hepatdcitos, exceto as imunoglobulinas, sintetizadas
por linfocitos tipo B e por plasmocitos.

O figado ¢ o 6rgdo responsavel pela sintese da albumina e fibrinogénio,
bem como 50 a 80% das proteinas plasmaticas. A sintese de cada uma delas é
controlada por mecanismos reguladores especificos, sendo que seus teores
dependem da integridade de muitos aspectos da funciio celular, incluindo os
mecanismos de transcricio no nucleo, mecanismos de translacdo no reticulo
endoplasmatico e mecanismos secretorios do aparelho de Golgi. Apesar dessas
caracteristicas comuns, as proteinas séricas, individualmente sio afetadas
diferentemente nas varias doencas. Além disso, a cinética da sintese e da

renovagdo de determinadas proteinas, sdo essenciais para determinar uma

resposta—a uma- losdo -patolbgica ~agudar Bar-geral, ¢ mais provavel que as

concentragdes plasmaticas das proteinas séricas, cujas renovagdes sdo rapidas,
sejam deprimidas por uma lesdo aguda grave em relagdo as proteinas, que sdo
renovadas mais lentamente (p. ex., albumina). Finalmente, o catabolismo de
certas proteinas plasmaticas pode ser acelerado, principalmente na presenca de
neoplasia maligna. A velocidade da sintese dessas proteinas, pode ser
extremamente elevada, atingindo 30g/dia (MOORE, 1964). Em certos tipos de

doengas, incluindo processos inflamatoérios, neoplasicos, e outros ha liberacdo de

tud



certas enzimas hepaticas na circulagdo sangiiinea, como por exemplo as
transminases € a fosfatase alcalina (WEISIGER, 1996).

HARAM et al. (1983), sugeriram que a sintese rapida das proteinas
essenciais para o crescimento e desenvolvimento do feto, sejam um dos fatores
que causam alteragdes dos niveis de albumina materna. MELLO (1985), também
constatou que ratas jovens gravidas, apresentaram queda nos teores das fracdes f3
¢ v e aumento da fragdo a . Por outro lado, HARAM et al. (1983), verificaram
aumento do nivel das fracdes al, a2, B e y em mulheres gestantes.

A maioria dos pacientes que sofrem alteragdes organicas, decorrentes de
processos patologicos como céancer, colite ulcerativa, ulcera peptica, cirrose,
hepatite, dentre outras patologias, apresentaram deficiéncia de proteinas. Para
estes pacientes a mnecessidade bdsica ¢ aporte protéico, para reconstituicio
tecidual, apos qualquer intervengdo médica. Estudos importantes da homeostase
protéica consideram que a) as proteina do soro e dos tecidos estdo em equilibrio
constante entre si, b) durante o catabolismo, as proteinas do soro sio depletadas
antes das proteina tissulares, ¢) um catabolismo cronico faz com que as proteinas
do soro sejarm mantidas as custas de proteinas tissulares e d) a formacio de
tecidos novos de reparo, necessita da reposicdo das proteinas primeiro no soro, e

depois, nos tecidos.

“AUsintese proteica 0o organismio gcorré principalments no figado e nos

linfonodos. O figado produz quase toda a albumina, enquanto os linfonodos
produzem as diversas globulinas, sendo que o figado ¢ o principal armazenador
de proteina do plasma. Cerca de 40% das proteinas do figado estdo disponiveis
para conversao em proteina do soro. Outras fontes dessas proteinas sdio os
musculos, os tecidos conjuntivos e as facias. Durante a sintese protéica, as
proteinas do figado sdo transportadas pela circulagio para os varios tecidos e

orgdos, para a formacio de novos tecidos.



Com relagdo a albumina, seu mecanismo de “turnover’ nio é bem
compreendido, entretanto sua perda estd aumentada em sindrome nefrotica,
enteropatia ~de  perda-protéica, dermatite espoliativa e sangramento
gastromtestinal. Sua concentragio reflete no balanco entre a sintese e o
catabolismo e .conseqiientemente, o estado funcional hepatico (WEISIGER,
1996).

VILLA et al., (1992) verificaram reducio significativa da sintese
hepatica de albumina (30%), bem como de sua concentragdo no plasma, em ratos
portadores de tumor.

A resposta da fase aguda estd ligado a producdo de mediadores
polipeptidios hormonais, denominados de citocinas. Algumas citocinas induzem
alteragdes de fase aguda: interleucina I, fator de necrose tumoral, interferon v,
interleucina 6 € o fator inibidor de leucemia. A interleucina 1 e o fator de necrose
tumoral, produzidos por certos tipos celulares, exercem seus efeitos primarios
nesses tecidos. Horas apés o inicio da infecgdo ou do traumatismo, o figado
aumenta a velocidade de sintese da assim chamada proteina de fase aguda. A
resposta inclui o aumento das proteinas normalmente encontradas em individuos
saudaveis, assim como o aparecimento de novas proteinas que servem como
marcadores de um evento patoldgico. A concentragio de algumas proteinas
- plasmatieas, aumentam - vérias vezes durante a resposta de fase aguda; como por
exemplo, as haptoglobulinas, certos inibidores de protease, componentes do
complemento, céruloplasmina e fibrinogénio. De todas as proteinas da fase aguda,
a proteina C reativa e a proteina A amildide sérica sdo, clinicamente, as mais
importantes, pois sua presenga serve como um indicador de processos
patologicos. A proteina C reativa €, em particular, Gtil como um indicador da
resposta proteica da fase aguda hepatica. Apesar dos processos anabolicos do

figado, a resposta da fase aguda é acompanhada por um catabolismo acentuado



das proteinas musculares, associado a perda de peso corporal e ao balango
nitrogenado negativo global.

As globulinas desempenham numerosas fungdes enzimaticas no plasma;
entretanto, sua principal fungio esta relacionada a imunidade natural e adquirida
que o individuo possui contra organismos invasores (GUYTON, 1992). Foram
identificadas trés fragdes das globulinas, o, B e v em ordem decrescente de
mobilidade eletroforética (MOORE, 1964). As fragdes de globulinas sérica sdo
usadas para indicar doengas hepatobiliares. Elas sdo heterogéneas quanto a
regulagdo da produglo, propriedades fisicas e fungdo fisiologica. Suas
concentragdes podem ser medidas por eletroforese de proteinas ou
fracionamento, que podem ser influenciadas por uma variedade de fatores
hepaticos, extra-hepaticos e estados patologicos (WEISIGER, 1996).

Os anticorpos sdo as v globulinas, que sdo denominadas imunoglobulinas.
Em geral, constituem 20% de todas as proteinas plasmaticas. Ha evidéncias que a
placenta transfira y globulinas maternas para a circulagiio fetal (GUYTON, 1992).
MELLG, em 1985, estudando ratas prenhes com desnutrigdo protéico caldrica,
mostrou decréscimo do conteudo sérico de proteina total, albumina e das fragdes

de B e y globulinas, em relagdo as controles sem gravidez.

“b) Cancer eSuaSa&aptag:ﬁesﬁsiopatoiégicas O SR

De certo modo, o cincer tem processo semelhante & morfogénese
placentaria e embriondria, porém, sem o mecanismo normal de controle do
crescimento celular (RAY & SAHA, 1986).

O crescimento das células neoplasicas modificam a harmonia dos
processos metabolicos, através de profundas alteragdes no organismo. Nesses
processos, varios fatores estdo envolvidos: consumo de substratos especificos

pelas células neoplasicas, redugfio do aporte de nutrientes causado pela anorexia,



estimulacdo das vias metabdlicas, dentre outras alteragdes (COSTA, 1977,
RUDDON, 1987). Ratos portadores de carcinossarcoma de Walker 256
mostraram redugdo da ingestdo de alimento (GOMES-MARCONDES, 1985),
podendo estar relacionada com a caquexia, que pode causar aumento de
mortalidade e pacientes com céncer, causando alterages na homeostasia que
levam a deficiéncia imunolégica, faléncia dos orgdos e anormalidades
metabodlicas (KEVIN et al., 1988).

Segundo  GOMES-MARCONDES (1994), ratas gravidas portadoras de
cancer mostraram uma diminui¢o do conteido plasmatico de proteina total
(11%), albumina (13%) e globulina (20%). Redugdo das concentragdes de
proteina total e albumina sérica sdo, como visto anteriormente, freqiientemente
observadas na gestacdo humana; sendo que a sintese rapida de proteinas
essenciais para o crescimento e desenvolvimento do feto, seriam um dos fatores
que causariam alteragdes nas concentragdes protéicas do soro (HARAM et al,
1983). Tais alteragbes do metabolismo protéico, com conseqiiente reducio das
proteinas séricas, durante a gestagdo em mulheres, sdo decorrentes, também da
agdo dos estrogenos (CASEY et al., 1992).

A alfafetoproteina, uma glicoproteina secretada durante a gravidez, também pode

ser secretada por alguns tipos de tumores e utilizada como marcador para o

- GiagnGstico € monitoramento de “certos tpos de patologia, como ¢arcinomas

hepatocelulares e tumores de ovario (CHEN et al, 1993).

Experimentos in vivo , realizados com ratos portadores de tumor sélido,
indicaram que a maior parte dos aminoacidos plasmaticos € utilizada pelo tecido
neoplasico, tanto para 0s seus processos de sintese, como de oxidagio (SAUER,
et al., 1982; MEDINA & CASTRO, 1990).

A glutamina presente na dieta ndo atinge a corrente sangiiinea, pois &

totalmente metabolizada pelas células absortivas do intestino. (NEWSHOLME et



al..1989). Sendo assim, miisculo ¢ figado representam os sitios principais para o
fornecimento de glutamina ao organismo, sendo responsaveis pela manutencdo
dos valores elevados no plasma. Quando a demanda de glutamina no organismo
aumenta, o tecido muscular eleva a producio e liberacdo desse aminoacido
(RENNIE et al, 1986). Evidéncia desse fato, foi recentemente obtida em
experimentos com ratos portadores de tumor de Walker 256 por PARRY-
BILLINGS et al, (1991). Células tumorais utilizam glutamina avidamente,
servindo como substrato energético e também para a sintese de pirimidina e
purmas (MATS UNO, 1987; MEDINA et al., 1988).

A anorexia e caquexia, observado na maioria dos estados de cancer
maligno, sdo atribuidas, em parte, a liberagdo de rumor necrosis factor (TNF)-«,
por macrofagos que medeiam muitas respostas nio-especificas, responsaveis do
estimulo inflarnatério. Em alguns estudos, quando administrou-se TNF
recombmante ern animais saudaveis, ocorreu decréscimo da ingestio de alimento
e atividade motora, degradagio da proteina esquelética conectiva, perda de peso,

anemia e aumerito da sintese de proteina hepatica (SMITH & KLUGER, 1988).

c) Cancer e Gravidez

A associagfo entre cincer e gravidez ndo é rara, e acredita-se que a

“gravidez possa Tacilitar ou mesnio inibir 4 évolugao do cancer (ALBREKTSEN ef

al., 1995).

Pesquisas relacionando céncer e gravidez verificaram que, em cerca de
24% dos casos de pacientes gravidas com diferentes tipos de céncer, havia o
desenvolvimento de metastases nos tecidos placentarios e fetais ( POTTER &
SHOENEMAN, 1970).

Elevada porcentagem de reabsor¢Ges fetais, bem como baixo peso fetal,

foram verificados em ratas gravidas inoculadas com o carcinossarcoma de Walker



256, sacrificadas em diversos estagios do periodo gestacional (GOMES-
MARCONDES, 1994). A autora aventa a hipétese de que a menor
disponibilidade de nutrientes, decorrentes da utilizagdo destes pelas células
neoplasicas ou, ainda, devido a substancias produzidas pelas células cancerosas
e/ou hospedeiro, que poderiam agir direta ou indiretamente no tecido placentario

e/ou fetal, provocando, provavelmente, alteracdes irreversiveis, levando a morte

celular (GOMES-MARCONDES, 1994).



OBJETIVO

A associaclo entre estes dois estados, gravidez e céncer, apresentam
similaridades quanto a proliferagio e desenvolvimento celulares, no feto e no
tumor respectivamente,

Por outro lado, como exposto na introdugdo sdo poucas as pesquisas que
estudam as interagdes fisiopatologicas que ocorrem na associagdo entre gravidez
e cancer. Em funcdo deste fato, temos por objetivo estudar as influéncias do
desenvolvimento neoplasico sobre o desenvolvimento fetal avaliando:

1) Efeitos do crescimento neoplasico sobre o desenvolvimento placentério
e fetal em ratas jovens e adultas gravidas.

2) Efeitos do desenvolvimento tumoral sobre pardmetros protéicos séricos

de ratas jovens e adultas gravidas.
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MATERIAL E METODOS

1) ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 54 ratas fémeas Wistar jovens (45 a 50 dias
de 1dade) e 58 ratas fémeas Wistar adultas (90 a 100 dias de idade) provenientes
do Centro de Bioterismo da UNICAMP, as quais foram mantidas em sala com
controle de temperatura ambiente (22 + 2°C) e luz (12 horas claro/12 horas
escuro). Os  animais receberam  dieta semipurificada  AIN-G1993
(REEVES,1993), e agua ad libitum.

As ratas foram acasaladas com machos Wistar adultos (90 - 100 dias de
vida) na proporgédo de quatro fémeas para um macho, em gaiolas coletivas durante
quatro dias consecutivos, de acordo com o método de harém, descrito por
BAKER, (1991). A detec¢ao do inicio da gravidez foi feita mediante a andlise de
esfregacos vaginais obtidos das fémeas acasaladas. A presenca de
espermatozoides nos mesmos foi considerada como o primeiro dia de prenhez.
Ratas virgens, da mesma linhagem e procedéncia, foram utilizadas como os

controles.
2) IMPLANTE NEOPLASICO E OBTENCAO DE LiQUIDO ASCITICO

Neste trabalho foram utilizadas células neoplsicas, obtidas do
Carcinossarcoma de Walker 256, provenientes da linhagem do Banco de Tumores
Christ Hospital line, Arthur D. Little, EUA.

As células do Carcinossarcoma foram mantidas in vivo, apds a inoculacdo

na cavidade abdominal de ratos machos a cada 7 dias.
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Para a obtengio do liquido ascitico e das céhlas neoplasicas utilizou- se a
seguinte metodologia:

Apos © periodo de aproximadamente 6 dias, o liquido ascitico foi retirado
e centrifugado (2000 rpm). As células que se depositaram apos centrifugacio
foram ressuspendidas em solugdo fisiologica (NaCl 0.9%) e colocadas em gelo
sob agitagdo lenta. O nimero de células vigveis na suspensdo foi avaliado pelo
método de exclusdo com azul de Tripan para posterior inoculagdo na regifio
subcuténea do dorso lateral direito. O liquido ascitico (sem os componentes
celulares) fo1 obtido apds centrifugacéo e separacdo do sobrenadante do liquido
intraperitoneal de ratos machos portadores de tumor, sendo este armazenado em

freezer (-20°C) para posterior moculagio nas fémeas ndo portadoras de tumor.
para p ¢ p
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3) PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ap6s o cruzamento, no 2° dia experimental, parte dos grupos de ratas
gravidas e ndo gravidas, adultas e jovens receberam inoculacio de 0,5ml de
suspensdo de células neoplasicas (contendo aproximadamente 250.000 células
viaveis), no tecido subcutdneo da regido dorsal lateral (GOMES et al., 1983).

A partir do 9° dia do experimento, a outra parte dos grupos de fémeas nio
gravidas e gravidas ndo portadoras de tumor receberam inoculacio diaria de 2.0
ml do liquido ascitico, via intraperitoneal, até o 21° dia de experimento ou foram
distribuidas em grupos controles ndo submetidas aos tratamentos.

Os animais experimentais foram distribuidos em 6 grupos ( 9 animais por
grupo ) de acordo com a idade, presenga de tumor e inoculagio de liquido

asciftico, a saber:

- JOVENS (45 250 dias) ADULTAS (90 a 100 dias)
2-por£adora de Walker(W) - _ N o 2 portadora de Walher(W) N
3 mmulaéa com_hc;uzdo ascmc{)(A) : 3 mﬂﬂﬂadaanmlzgmdg gmg{a):__ BT R
" 4,controle graw 1da (GC) 4. controle grav xda(GC\
3. portadora de Walker grév_ida(GW) _ - pox"f:adora de Waikér gréx’cida(GW)

6. inoculada comhquido _aédiﬁco gﬁéﬁda(GA) 6. moculada com hqmdo ascmco grawda(GA)

SACRHICIO 19°e 21" DIA

Estas fémeas foram mantidas em gaiolas coletivas e sacrificadas nos 19° e

21° dia de gestagio.




O sacrificio foi feito por concussio e foram coletados amostras de soro
materno, por pungdo cardiaca, os quais foram armazenados em freezer, para
posterior analise eletroforética,

Parte do soro materno foi utilizado para determinagdo de proteina total
(BRADFORID, 1976) e dosagem de hematdcrito.
O calculo da relagdo peso fetal/ peso placentario foi feito para cada rata

gravida. Para amnalise estatistica foi utilizada média obtida por grupo.

4) ELETROFORESE DE PROTEINAS TOTAIS (SDS-PAGE)

A analise das proteinas do soro materno foram realizadas através de
eletroforese em mini-gel acrilamida-SDS 10%.

Na eletroforese vertical SDS-PAGE foi utilizado o sistema descontinuo de
géts a 10% de concentragdo. O sistema Laemmli foi modificado para o mini-gel
vertical.

Sendo o gel preparado da seguinte forma:

GEL- Resolucio GEL- Empilhamento
10% 4%
Acrilamida 10.0m} 0.67ml
(30%acrilamida/0.8%bis-acrilamida)
TrisHCl, pH 8.8 1.5M 7.5ml
ATrisHCLpH6.8 OSM o 125mlo
Isps10% 0.3ml 0.05ml
H-0 deionizada 12.1ml 3.00ml
Persulfato de amGnia 10% 150ul 25ul
TEMED 10ul 2.5ul
Volume Final 30.0ml 5.0ml

O tampdo de corrida utilizado para a corrida foi 0.025M Tris, 0.192M Glicina,
0.1% SDS, pH 8.3.

14




1.1 Preparo das amostras

Para separagdo eletroforética, foram utilizados 10ul do soro de cada
ammal, diluido em agua destilada e tampao da amostra (diluigio 1:8), onde foram
fervidas em banho-maria a 100°C por 5 minutos.

O tampao da amostra foi utilizado na seguinte composi¢do: 0.35M
TrisHCI, 10% SDS, 30% Glicerol, 5% 2-Mercaptoetanol, ajustando-se o volume
para 100ml.

Os pesos moleculares das bandas foram calculados pela comparagdo de
proteina padrdo, e comparados com grupos controle, através da utilizacdo do

software de analise Gel- Pro Plus.
1.2 Coloracio de prata para gel de eletroforese SDS-PAGE vertical

A coloragédo de prata foi utilizada por apresentar uma boa definicio das
bandas. O método utilizado foi modificado por DION & POMENTI (1983) e por
GOTTLIEB & CHAVKO (1987).

Apds a cormida, o gel foi transferido para uma solugio fixadora e deixado a
temperatura amibiente durarte a noite (aproximadamente 135 horas). A solucdo
fixadora fo1 substituida pela solucido incubadora.

Apo6s 15 munutos a solugdo incubadora foi retirada e o gel lavado em 4gua
deionizada 3 vezes. Em seguida foi colocado a solugdo de prata e deixada em
contado com o gel por 20 minutos. Apés esse periodo a solucdo reveladora foi
adicionada até o aparecimento das bandas. Apés a revelagio foi adicionado a
solugdo “stop” por 10 minutos ¢ depois deixando lavar em agua corrente por 2

horas. O gel foi conservado em solugdo de glicerol 10% em agua.
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5) ANALISE ESTATISTICA

Para a determinagdo da 4rea e densidade da bandas da eletroforese foi
utilizado SOFTWARE de analiss GEL-PRO Plus, o qual foi utilizado para
marcagio das bandas, a partir do marcador e determinacio dos respectivos pesos
moleculares.

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo, em todos os
casos.

Posteriormente, foram feitos os calculos estatisticos utilizando-se a analise
ndo paramétrica de Kruskall Wallis, seguido de teste de comparacdes multiplas

Dunns e analise de correlagéo onde adequado ( WOOLSON, 1987 ).
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RESULTADOS

1. Parametros Fetais e Placentarios

As figuras 1, 2 e tabela 1, mostram as alteragdes quanto ao peso fetal
de todos os grupos experimentais de ratas jovens e adultas. Verificou-se que
nos grupos de adultas, o peso fetal foi significativamente reduzido, nas ratas
portadoras de tumor e inoculadas com liquido ascitico, sacrificadas no 21° dia.

Fo1 venficado redugdo do peso fetal nas fémeas jovens portadoras do
Walker e inocuiadas com liquido ascitico, sacrificadas no 19° e 21° dia.

Comparativamente, as jovens apresentaram peso fetal reduzido em

relagdo a todos os respectivos grupos de adultas.

Tabela 1: Peso Fetal (g) dos grupos de ratas adultas e jovens gravidas, inoculadas ou ndo com
céncer e inoculadas ou ndo com liquido ascitico. Sacrificadas no 19° e 21° dia de experimento.

Animais Meédia Erro Padrio Animais Média Erro Padrio
agcl9 2,161 0,051 jeel9 3,267 0,148
agwl9 1,861 0,039 jewl9 2,300 0.231%
agal9 2,251 0,043 jgal9 2421 0,086%
agc21 5.676 0.103 jee21 3,817 0.179
agw2l- L e S EEITU, ¥ ¥ St Bt ¥ Tt
aga2l 3,937 0.111% jga2l 3,374 0.186

Grupos experimentais: age: adultas gravidas controle; agw: adultas gravidas com tumor de Walker:
aga: adultas gravidas com ascite; jgc: jovens gravidas controle; jgw: jovens gravidas com tumor de
Walker, jga: jovern gravidas com ascite. Resultados expressos em médias +_ erro padrio da média
*p<0,05, Teste de Kruskall Wallis, em comparac¢io ao respectivo grupo controle N=9

17



7.5

o
T

g
o
"

Peso fetal (g)
|

Figura 1: Peso fetal de ratas adultas controles (agc),
portadoras de tumor (agw) e inoculadas com liquido
ascitico (aga) sacrificadas no 19° e 21° dia de gestagdo.
* P < 0,05, Teste de Krusall Wallis, em comparagiio
com respectivo grupo controle.

Peso fetal (g)
¢

9e19  jgw18 jgal9 jgc21 jgw21 jga21

Figura 2: Peso fetal de ratas jovens controles (jgc),
portadoras de tumor (jgw) e inoculadas com liquido
ascitico (jga) sacrificadas no 19° e 21° dia de
gestagdo. * P < 0,05, Teste de Kruskall Wallis, em
comparagdo com respectivo grupo controle.
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As ratas adultas apresentaram mcremento de peso da placenta do 19°
ate o 21° dia, entretanto, ndo se verificaram diferengas significativas do peso
placentario nos grupos portadores de tumor ou inoculados com liquido ascitico
(figura 3 e tabela 2 ),

Nas ratas jovens, verificou-se que a presenca do céncer induziu
significativa redugdo do peso placentario, independente do dia do sacrificio. A
inoculagdo do liquido ascitico, também, acarretou significativo decréscimo do

peso placentario, principalmente no 21° dia (figura 4 e tabela 2).

Tabela 2 : Peso das placentas (g) das ratas adultas e jovens, gravidas, controle, gravidas com
tumor e noculadas com liquido ascitico

Animais Meédia Erro Padrao Animais Média Erro Padriao
agcl9 0.4513 (.01134 jecl9 0.323 0.014
agwl9 0.5095 0.009718 jewl9 0.428* 0.021
agal9 0.4693 0.018 jegal9 0.487 0.020
age2l 0.3880 0.013 jec2l 0.538 0.023
angl 0.5623 0.014 jngl 0.463* 0.015
aga2l 0.5384 0.016 jga2l (.403% 0.012

Grupos experimentais: age: adultas gravidas controle; agw: adultas gravidas com tumor de Walker;
aga: adultas gravidas com ascite; jgc: jovens gravidas controle; jgw: jovens gravidas com tumor de
- Walker, jga; jovesn grividas-com-ascite. Sacrificadas no 19" ¢ 21% dia-de-experimento- Resultados -
expressos em médias * erro padrie da média . *P<0,03, Teste de Kruskall Wallis, em comparacio ao
respectivo grupo controle. N=9
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Figura 3: Peso da placenta de ratas adultas controles
(agc), portadoras de tumor (agw) e moculadas com
liquido ascitico (aga) sacrificadas no 19° e 21° dia de
gestacdo, comparagio com respectivo grupo controle.

jgc19  jowi9 jgal® jgc21 jgw21 jga21

Figura 4 @ Peso da placenta de ratas jovens
controles (jgc), portadoras de tumor (jgw) e
inoculadas com liquido ascitico (jga) sacrificadas no
19° e 21° dia de gestagdo, comparagdo com
respectivo grupo contole.
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Quanto a razdo feto / placenta as fémeas jovens, mostraram
significativa redugdo no 19° dia nos grupos JW19 e JA19 (figura 5 e tabela 3).
enquanto nas fémeas adultas mostrou-se reduzido nos grupos portadores de
tumor (19° e 21° dia) e nas inoculadas com liquido ascitico (21° dia) (figura 6 e
tabela 3 ).

Comparativamente, os diferentes grupos experimentais apresentam razio

feto/placenta semelhante, independente do fator idade.

Tabela 3 : Raz&0 entre peso fetal/ placenta, dos grupos de ratas gravidas, controle, com tumor

e inoculadas com liquido ascitico.

Animais Média FErre Padrio Animais Média Erro Padrio
AGC19 4,488 0,123 JGC19 6.727 0,,332
AGWI19 3.978% 0,118 JGW19 5,059* 0,484
AGA19 4,997 0,168 JGA19 5,064%* 0,196
AGC21 10,00 0,326 JGC21 7.434 0,533
; A@%Izi . ?’35{}:& SRS SR {}’265{ i 1.. j{;w,z.i S ,?7525 PR o 0931 6
{ AGA21 7.579% 0,234 I JGA21 8.867 [ 0,410

Grupes experimentais: agc: adultas gravidas controle; agw: adultas gravidas com tumor de Walker;
aga: adultas gravidas com ascite, jgc: jovens gravidas controle; jgw: jovens gravidas com tumor de
Walker, jga: joven gravidas com ascite. Sacrificadas no 19° e 21° dia de experimento. Resultados
expressos em medias + erro padrio da média,* P<0,05, Teste de Kruskall Wallis, em comparacio ao
respectivo grupo controle. N=9
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Figura S5 : Razio entre peso fetal e peso da placenta de ratas jovens
controles (jgc), portadoras de tumor (jgw) e inoculadas com liquido
ascitico (jga) sacrificadas no 19° e 21° dia de gestagiio. * P < 0,05,
Teste de Kruskall Wallis, em comparagiio com respectivo grupo
controle.
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Figura 6: Razfo entre o peso fetal e peso da placenta
de ratas adultas controles (agc), portadoras de tumor
(agw) ¢ inoculadas com liquido ascitico (aga)
sacrificadas no 19° e 21° dia de gestagdio. * P < 0,05,
Teste de Kruskall Wallis, em comparagio com
respectivo grupo controle.
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Néo houve correlagéo positiva nos grupos JC21 e JW21, confirmando
que a estabiliza¢do do desenvolvimento placentario, nesta fase gestacional, nio
influenciou no imcremento de peso fetal. Estes dados mostraram que
independente do peso da placenta no grupo de jovens com tumor houve reducio
do peso fetal (figura 7 ). Quando se avaliou a correlagio entre peso fetal e peso
placentario, verificou-se que houve correlagdo significativa entre os grupos
JC19, JW19, JAI9 e JA21. Estes dados indicam que o menor peso placentario
induziria @ menor peso fetal. Portanto no 19° dia, quando ha estabilizagdo da
evolugdo placentdrio, o tamanho placentario determinou o tamanho fetal (figura

7)

1.00+ _
o jgc19*
P
£ 0754 ;g:?g*
' O
S @° 8@0
3 ) P 5 O
Q. 050“ O&) o %80:. o
8 . .i.::: chan % %
2 £
025+
0.00 : , : : ; i
0 1 2 3 4 5 6
1.00~ ‘
o jgec21
s jgw2t
= 0754 . O_o _
5 % . jgaz1*
....... e TR o s g T b
3 9 % o0g
=3 N : :
2 0.50 B2 %8
b o o,
Q 525
0.00 : : , : . :
0 1 2 3 4 5 6
peso fetal

Figura 7 : Correlacdo entre peso fetal e o peso da placenta de ratas jovens controles
(jgc). portadoras de tumor (jgw) ¢ inoculadas com liquido ascitico (jga) sacrificadas
no 19° e 21° dia de gestagio. P< 0,05, Teste de Kruskall Wallis, correlagao
significativa, comparagio com respectivo grupo controle.
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Avaliando-se a correlagio entre peso placentario e fetal dos grupos

de ratas adultas, verificamos que, apés teste de correlagdo, houve correlagdo
nos grupos AGCI9, AGA19 e AGA21, indicando que o peso fetal variou
diretamente com o tamanho placentario (figura 8 ). Por outro lado, as ratas
adultas com cancer (19° e 21° dia) mostraram que a manutengdo do peso
placentario nao atenuou a redugfo do peso fetal, observado no 21° dia, nio

havendo correlacéo positiva nestas fémeas.

1.001
© agw19
S 0.75- o s
S agald
[ =) C *
i) Sy ¢ agel19
B 0.50 =
Z %
0.25- ° o
8]
0.00 : , : .
0 1 2 3 4
1.001
L o agc2l
G o 1
S 0754 S gwz X
S ' aga21
8 o) o O
S 0.50- ) 9%
_____ e
= 0.25-
0.00 : : , : , : i '

0 1 2 3 4 5 5] 7 8

peso fetal

Figara 8 : Correlagio entre peso fetal e o peso da placenta de ratas
adultas controles (agc), portadoras de tumor {agw) e inoculadas com
ligmdo ascitico (aga) sacrificadas no 19° e 21° dia de gestagio. P< 0,05,
Teste de Kruskall Wallis, correlagdo significativa.
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2. Parametros Séricos

2.1- Hematocrito

A analise da tabela 4 e figura 9 mostra que houve redugdo significativa do

hematocrito nas fémeas adultas portadoras de tumor gravidas ¢ ndo gravidas.

Quanto as fémeas jovens (tabela 4 e figcura 10) o hematdcrito foi reduzido

significativamente nas ratas portadoras de cincer

Tabela 4 ‘HematoOcrito(%), dos grupos de ratas gravidas ou ndo, inoculadas, ou ndo com céncer e

moculadas ou n3o com liquido ascitico.

Animais Média Erro Padrio Animais Média Erro Padrao
AGCQC21 37,670 0,619 JGC21 38270 1,383
AGW21 28 880 * 1,538 JGW21 28,760 * 1,109
AGA21 39,890 2,731 JGA21 39,670 2,208
AC 41310 1,282 JC 41,570 0,721
AW 35110* 0,738 JW 34 580 * 1,320
AA 42,370 1,457 JA 37,610 0,997

Grupos experimentais: age: adultas gravidas controle; agw: adultas gravidas com tumor de Walker:
aga: adultas gravidas com ascite; jgc: jovens gravidas controle; jgw: jovens gravidas com tumor de
Walker, jga: jovern gravidas com ascite. Resultados expressos em médias +_ erro padrio da média

*p<0,05, Teste de Kruskall Wallis, em comparacio ao respectivo grupo controle. N=9
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Figura 9 : Hematocrito das ratas adultas gravidas controle(age2l), adultas gravidas com tumor
(agw21), adultas gravidas moculadas com ascite (aga2l), adultas controle(ac), adultas com tumor
(aw), adultas moculadas com ascite (aa). Sacrificadas no 21° dia de gestagdo, *P<0,05, Teste de
Kruskall Walhs.
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Figura 10 : Hematocrito das ratas jovens gravidas controle (jge2l), jovens gravidas com tumor
(jgw21), jovens gravidas inoculadas com ascite (jga21l), jovens controle(jc), jovens com tumor (Jw},
jovens inoculadas com ascite (ja). Sacrificadas no 21° dia de gestaghio, *P<0,05, Teste de Kruskall
Wallis.
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2.2- Concentracio Protéica Sérica

A tabela 5 e figura 11 mostra que as variagdes do teor de proteina sérica

fo1 significativamente reduzida nas adultas com cancer, tanto gravidas como

ndo gravidas, comparativamente & concentrag@o protéica dos grupos controles e

inoculadas comn liquido ascitico.

Com relagdo as ratas jovens (tabela 5 e figura 12) verificou- se que a

concentracdo de proteina sérica foi significativamente reduzida na presenga do

tumor de Walker, mais acentuadamente nas jovens gravidas.

Tabela 5: Concentragdo sérica de proteina total (g/dl), dos grupos de ratas
Jjovens e adultas, gravidas ou ndo, inoculadas ou ndo com céancer ¢ inoculadas
ou ndo com liquido ascitico.

Animais Meédia Erro Padrie | Animais Meédia Erro Padrio
_‘igcz 1 6.066 (,2933 jchl 6,050 03052
agw2l 4,793 03419* igw2l 3,458 0,4541%
aga2l 6,010 0.2768 jga2l 5,260 0,9392

ac 5.612 03714 jc 5,940 0,6410
L aw 4,682 0,3195%* jw 4012 0.4583%*

' aa 5,776 0,2148 ja 5,228 0,7546

Grupos experimentais: agc: adultas gravidas controle; agw: adultas gravidas com tumor de Walker;
aga: adultas gradvidas com ascite; jgc: jovens gravidas controle; jgw: jovens gravidas com tumor de
Walker, jga: jovens gravidas com ascite. Resultados expressos em médias + erro padrio da média

*p<0.05, Teste de Kruskall Wallis, em comparagiio ao respectivo grupo controle. **P<0,01 em

comparacdo ao respectivo grupo controle. N=9
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Figura 11 : Concentragdo de proteina total sérica de ratas
adultas controles (agc21), portadoras de tumor (agw2l) e
inoculadas com hquido ascitico (aga21) sacrificadas no 21° dia
de gestacdo. * P < 0,05, Teste de Kruskall Wallis, em
comparacdo ao respectivo grupo controle; ** P < 0,10, Teste
de Kruskall Wallis, em comparagio ao respectivo grupo
controle.
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Figura 12 : Concentragio de proteina total sérica de ratas
jovens controles (jgc21), portadoras de tumor (jgw2l) e
mnoculadas com liquido ascitico (jga21) sacrificadas no 21° dia
de gestacdo. * P < 0,05 Teste de Kruskall Wallis.
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2.3.- Perfil Eletroforético das Proteinas Séricas

AFigura 13 ¢ 14 do perfil sérico dos diferentes grupos de fémeas adultas
grév}idas e ndo gravidas sacrificadas no 21" dia de experimento. Nestas figuras,
fotocopia da corrida eletroforética de géis SDS, mostram alteragdes na
expressdo das bandas dos diferentes fracdes de proteinas dos grupos de f3meas

ndo gravidas.

gy

IR

M oaci acz a3 awl  aw2  aw3d  aal  aa?  aad
Figura 13: Perfil protéico eletroforético das ratas adultas nio
grawvidas (AC), portadoras do carcinossarcoma {AW) ou inoculadas com
liguzido ascitico (AA}), sacrificadas no 21° dia de experimento.

t=1 o o

Figura 14 Perfil protéico eletroforético das ratas adultas gravidas (agc),
portadoras do carcinossarcoma {agw) ou inoculadas com liquido ascitico
{aga), sacrificadas no 21° dia de experimento.



A analise da figura 15 mostram as curvas de densidade otica das
diferentes fracSes protéicas a partir de eletroforese do soro do grupo de ratas
-adultas ndo gravidas. Nestas curvas {média por grupo, n=9). verificou- se que a
expressdo das de peso molecular de cerca de 116 Kda e entre 32 a 26 Kda
apresentaram- se reduzidas nas fémeas com cdncer, em relagdo as fémeas
controle {ac). Elevada densidade otica nas fragdes proi€icas entre 70 e 43 Kda
foi verificada nas AW em relacdo as AC.

As fémeas ndo gravidas moculadas com liquido ascitico apresentaram
elevada densidade otica nas fragles protéicas entre 70 3 43 Kda. em relagdo as
f2meas controle. Observou- se redugdio na expressdo das proteinas de 32 a 26

Kda nas fémeas AA em relacdo 4 do respectivo grupo controle (AC).

6.7 1

Densidade Otica

0.0 : S : ; ' B
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Figura 15 Densidade Otica obtida através da analise do Perfil Eletroforético das
ratas adulias ndo gravidas controle {ac), adultas portadoras de turmor {aw) e inoculadas com
liquido ascitico (aa). Resultados expressos como médias de densidade &tica, dos diferentes
grupos de adultas, nimero de 9 animais por grupo.



A analise do perfil eletroforético sérico das ratas adultas gravidas,
sacrificadas no 21° dia de experimento (figura {6), mostrou que houve aumento
da expressdo de algumas fragdes protéicas nas ratas AW entre as zonas de 94 a
67 Kda. Entretanto, as fra¢Ses protéicas entre 40 a 24 Kda apresentou- se
significativamente reduzida em relacio as fémeas controles. Contrariamente as
fémeas inoculadas com liquido ascitico mostraram -se reducdo da densidade
dtica de algurmas fragles protéicas principalmente nas faixas de 116 Kda a 43

KDA, e 30kda a 20 Kda em relagdo aos outros grupos experimentais.
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Figura 16 : Densidade Otica obtida através da analise do Perfil protéico eletroforético
de ratas adultas gravidas controle {age), gravidas com tumor {agw} e gravidas inoculadas com
ascite (aga), sacrificadas no 210 dia de experimento. Rasultados sxpressos como media de
densidade otica dos diferentes grupos de aduitas. Numero de 9 animais por grupo.



As figuras 17 e I8 mostram fotocopia da corrida eletroforética de géis
SDS dos diferentes grupos de jovens gravidas e niio gravidas sacrificadas no 21°

dia de experimento.
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Figura 18: Perfil protéico eletroforético das ratas jovens ndo gravidas controle
(jc), portadoras do carcinossarcoma (jw) ou inoculadas com liquido ascitico (ja),

sacrificadas no 21° dia de experimento.
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Figura 19: Perfil protéico eletroforstico das ratas jovens gravidas controle {jgc),
gravidas portadoras do carcinossarcoma {(jgw) ou gravidas inoculadas com lquido ascitico

(iga), sacrificadas no 21° dia de experimento.




A figura 19 mostram a expressdo das diferentes fragdes de proteinas dos
grupos de fémeas ndo gravidas

Verificou- se que as f8meas jovens com turmnor ou inoculadas com Hquido
ascitico apresentaram menor densidade Otica da expressdo das fragdes protéicas
entre 94 a 67 Kda. As ratas com cincer apresentaram elevagdo de expressio de
proteinas em 36kda.

Foi observado reducdo da expressdo das fragdes protéicas na faixa entre

30 e 26kda nas fémeas jovens inoculadas com liquido ascitico.
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Figura 19: Densidade Otica obtida através da analise do Perfil eletroforético das
proteinas séricas dos diferentes grupos de ratas jovens ndo gravidas {jc), portadoras de tumor
(jw}, e inoculadas com liquido ascitico {ja), sacrificadas no 21" de experimento. Resultados
expressos como media da densidade dtica dos diferentes grupos de jovens. Namero de 9
animats por grupo.
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Analisou~ se o perfil protéico das ratas jovens gravidas sacrificadas no
21° dia de experimento (Figura 20). Observou- se que o padrdo do perfil foi
sumilar entre as {€meas controles ¢ portadoras de tumor, diferindo apenas das
fragdes na faixa de 140kda, 50 a 45kda e entre 36 a 20kda, e com expressdo
mais elevada 110s grupos com cancer. As fémeas inoculadas com liquido
ascitico mostraram perfll protéico semelhante as controles com elevacio das

fracles proteicas em 130, 117, 64 ¢ 26 Kda.
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Figara 20 : Densidade Otica obtida através da andlise do Perfil eletrofordtico das
proteinas séricas dos diferentes grupos de ratas jovens gravidas controle {jge), portadoras de
tumor (jgw), e inoculadas com liquido ascitico {jga), sacrificadas no 21° dia de experimento.
Resultados expressos como media da densidade otica dos diferentes grupos de jovens. Numero
de 9 animais por grupo.
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DISCUSSAO

Durante a gravidez as alteragBes metabdlicas que ocorrem, visam prover
substratos adequados para o desenvolvimento fetal e preservar o curso normal da
gestagdo tanto fetal quanto o materno, principalmente. Por outro lado, o
desenvolvimento da neoplasia maligna causam alteragSes que provem o aporte
de nutrientes, a partir de mobiliza¢do dos tecidos do hospedeiro, para garantir a
proliferacdo das células neoplasicas.

Condi¢Oes adversas, durante o curso da gravidez, podem acarretar
prejuizo ao desenvolvimento fetal bem como para o organismo materno.

O retardo do crescimento fetal, segundo GLUCKMAN (1989), esta
freqiientemente, associado a diminui¢io do aporte de oxigénio ou de
substratos ao feto, decorrente de alteragdes do fluxo sangiiineo uterino, ou de
modificagdes no crescimento ¢ nas fungdes da placenta.

Em resultados prévios, verificamos intensas alteragdes no conteido de
proteina plasmatica e, principalmente, na concentragdo protéica da unidade
feto/placentaria em animais com tumor. Esses resultados foram similares aos
obtidos em ratas moculadas com liquido ascitico (FEDRIZZI & GOMES-
MARCONDES, 1998). Neste estudo, observou-se redugéio do peso placentario

e fetal no grupo de fémeas jovens portadoras do carcinossarcoma de Walker,

em ambos oS periodos de sacrificio 19%°¢ 219 dia.* As ratas adultas portadoras

de tumor e mmoculadas com liquido ascitico mostraram redugdo do peso fetal
no 21° dia de experimento. Estes dados sugerem que, em funcdo do
crescimento do tumor, bem como fatores produzidos pelo tumor efou
hospedeiro, verificados pela inoculagdo do liquido ascitico, acarretaram
prejuizo ao desenvolvimento fetal, provavelmente, decorrente da menor oferta
de substratos ao feto e placenta ou ainda pela atuacdio direta e/ou indireta

sobre a umdade feto placentaria, hipotese coerente com a proposi¢io de
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MATTHEWS et al. (1998) e GLUCKMAN (1989).

As alteragbes no crescimento fetal promovido pela influéncia do
crescimento nieoplasico ou por fatores indiretos, como observados nas fémeas
inoculadas com liquido ascitico, refletiu diretamente na razio entre o peso
fetal/peso placentario, que foi significativamente menor nas fémeas adultas
com cancer (AW19 e AW21), inoculadas com liquido ascitico (AA21), € nas
ratas jovens dos grupos JW19 e JA19 e JTW21.

O crescimento do feto segue uma relagio logaritmica com a idade
gestacional (RENFREE et al, 1975; STEER, 1997), ¢ €, em termos de peso,
afetado localmente pelo meio uterino e sistemicamente pelo Organismo
materno (BRUCE & NORMAN, 1975; WILLIANS et al . 1997). Analisando-
se a relagdo peso placentario/peso fetal nas ratas portadoras de cancer e
inoculadas com liquido ascitico, tanto jovens como adultas, verificamos que
houve correlagio positiva nas ratas controles, JGC19 e AGC19, levando-nos a
proposi¢do de que o tamanho placentario determina o peso fetal: correlacio
positiva entre peso placentario e peso fetal foi observado nas jovens e adultas
inoculadas com liquido ascitico (JGA19, JGA21, AGAI9 e AGA21,
respectivamente). Por outro lado, as fémeas jovens e adultas portadoras de
cancer (JGW21, AGWI9 ¢ AGW21) ndo mostraram correlagao posmva.
”szgmﬁcatlva entre o peso placentano e fetai sugermdo que as alterag:oesy
produzidas direta ou indiretamente pelo desenvolvimento do cancer,
culminaram em efeitos deletérios aos fetos. Esta correlagdo nio foi
significativa nestas ratas JW21 e AW21, sugerindo que os efeitos produzidos
pela evolugdo do céncer atuaram sobre crescimento fetal, independente do
desenvolvimento placentdrio. Assim, além do que foi sugerido por
GLUCKMAN (1989), o menor peso dos fetos e placenta e o nimero elevado

de morte e reabsorcdo fetais poderiam ser, em parte, devido a menor
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disponibilidade de nutrientes, que estariam também sendo utilizados pelo
cancer (LEVIN & GEVERS, 1981a,b; KALKHOLFF, 1991; LANGSTEIN &
NORTON, 1991).

Por outro lado, estudos prévios demonstraram que fémeas jovens ou
adultas, implantadas com tumor de Walker, apresentaram altera¢des
morfologicas estruturais da placenta destas ratas, principalmente presenca de
edema ¢ pontos hemorragicos (TOLLEDO & GOMES-MARCONDES, 1999).
Desse modo, estes fatos sugerem que houve menor aporte de substratos ao
feto através da placenta.

Em pacientes com céncer, a anemia é uma das complicagdes mais
comuns e indicativa de pior prognostico (KELLEHER et al., 1996; GAGIC et
al., 1997). GAGIC et al. (1997) wverificaram que ratos implantados com
carcinossarcoma de Walker apresentaram imbi¢do da hematopoiese.
SASAMURA et al. (1998) verificaram que ratos portadores de hepatoma
AHI09A apresentaram reducdo do hematécrito e hemoglobina, indicando
anemia.

Provavelmente o menor aporte de oxigénio, que pode ser sugerido pelo
decréscimo do hematocrito verificado nas fémeas com cancer (JGW21 e

AGW?21), causou processos de hipoxia fetal levando a morte fetal ou

placentaria. Por outro lado, ndo foi verificada redu¢do do hematdcrito nas

fémeas, jovens ou adultas, inoculadas com liquido ascitico. Este fato, sugere
que as respostas fisiopatologicas decorrentes da presenga do céncer,
provavelmente, causaram efeitos deletérios ao feto, devido a atuagdo direta
e/ou indireta sobre a unidade materno fetal, causando falha de feed back entre
feto/placenta e conseqiiente reduc@o de peso e morte fetal (GOMES-
MARCONDES et al., 1998; TOLEDO & GOMES-MARCONDES, 1999).

Varios estudos mostram que durante a gravidez normal, em mulheres,
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ha decréscimo da concentracdo protéica sérica total e de albumina ao longo do
periodo gestacional (HYTTEN & LEICH, 1971; HYTTEN, 1990). Por outro
lado, com relacdo as globulinas séricas, as fragdes al, a2 e [ globulinas estio
aumentadas , enquanto que as v globulinas podem estar reduzidas ou, ainda,
variar muito pouco ac longo do periodo gestacional (HYTTEN & LEICH,
1971). Estudos realizados com ratas jovens, mostram que o decréscimo das
concentracdes das proteinas, sdo similares ao encontrados em outros trabalhos,
porém poucas mudangas foram verificadas no padrio protéico total
(AREEKUL & ROSTREICHERT, 1997). Estudos comparativos obtidos por
eletroforese de agarose mostraram que ha diferencas entre as diferentes
espécies de mamiferos comparados aos humanos; em ratos, a aifa 2 globulina
¢ uma ghcoproteinas termolabil comparada a «2 globulina humana; ha apenas
uma haptoglobulina similar e comparavel ao tipo 1-1 humano, além disso, ha
mobilidade varidavel da albumina sérica em ratos, comparativamente as
variacdes humanas (KRZALIC & MIHAILOVIC, 1971; SASSEN et al., 1972;
TAYLOR, 1973).

As mudancas no padrdo protéico sérico, podem refletir um estado
patolégico do desenvolvimento (SOETERS et al., 1990). Segundo, TAM &
CHAIN (1977), durante o periodo do 13° para 21° dia de gestacdo houve uma
diminuigao na concentragao da proteina total, porém, poucas mudangas foram
observadas no padrdo protéico total. Neste estudo verificamos que ndo houve
diferencas significativas na concentragdo total de proteinas plasmaticas, nos
grupos de ratas portadoras do tumor de Walker. A propor¢do albumina :
globulina encontra-se elevada no plasma materno, comparado as ndo gravidas
e/ou soro fetal, por causa da presenga de 2 a- fetoproteina e 4 transferrinas.

DHARMARAJAM et al. (1986), estudando ratas gravidas no 16° dia de
gestacio, verificaram que a concentracdo de albumina e transferrina foram
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similarmente baixas na linfa em relagdo ao plasma, porém essa diferenca foi
significante apenas para a transferrina. Por outro lado, YEOH & MORGAN
(1974) analisando a incorporacgio de [14C]Leucina na albumina e transferrina
nos fetos, no periodo a termo, verificaram que houve sintese elevada de
transferrina em relagdo a albumina quando comparado com animais de 10
dias.

Neste estudo, verificou-se tendéncia a queda das proteinas totais
plasmaticas, porém ndo estatisticamente significativa, ocasionada pela
gestagdo associada ao desenvolvimento do céncer. De acordo com alguns
autores , a queda do teor de proteina séricas esta diretamente relacionada a
reducdo do nivel de albumina, que € desviada para sintese protéica tecidual,
materna e fetal (FISHER & LEATHEM, 1965; SHULMAN, 1976). Segundo
estes autores, a albumina plasmatica serviria como “reserva protéica labil”,
que manteria Os niveis de proteina dos érgdos vitais durante os periodos de
menor aporte protéico, ou mesmo fornecendo aminoacidos para sintese de
proteinas fetais (FASMAN, 1986). Em ratos com hepatoma, a sintese de
albumina, e de transferrina foram 75% e 45%, respectivamente, da secrecio
normal dos hepatocitos (IMMENSCHUH et al., 1993). Segundo CAIRO &
LUCCHINE (1993) o decréscimo da secre¢do de albumina pelos hepatdcitos

- de animais portadores de tumor estaria relacionada a diminuigdo ou auséncia

de transcricdo do gene de albumina. Os autores verificaram, em analise de
southern blot que a estrutura do gene albumina estava preservada, porém
houve diferentes estagios de metilagdo do gene de albumina, que podem estar
correlacionadas com a expressio génica.

GOMES-MARCONDES et al. (1998) observaram diminui¢do do
contetido plasmatico de proteina total, albumina e globulina mais acentuada

nas ratas gravidas portadoras de cancer, do que nas ratas gravidas controles.
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No entanto, com a inoculagdo didria de liquido ascitico ndo houve alteragio
deste  parametros, mostrando comportamento semelhante ao das ratas
controles. MOLDAWER et al. (1988) mostram elevagio da sintese de
proteina plasmatica total em camundongos, que foram inoculados com extrato
de mondcitos, como interleucina 1 alfa e beta ou TNF. Os autores mostraram,
ainda, que houve reducdo significativa da concentracio de albumina
plasmatica nestes animais, que receberam infusdo de citocinas. Camundongos
implantados com sarcoma, induzidos por metilcolantreno, apresentaram
hipoalbumineinia e conteudo sérico elevado de proteina C reativa de fase
aguda, associados a perda de massa corporal magra e do conteido de gordura
(LONNROTH et al.. 1990).  Estudos feitos com coelhos, que receberam
dose unica de TNF, mostraram redug8o acentuada da albumina sérica, apos 8 a
25 horas da 1noculagio intraperitoneal (HENNING et al., 1988). Segundo
PERIMUTTER et al. (1986) células de hepatoma humano nio alteraram a
biossintese de proteina C2 e C4 complemento e o1 inibidora de proteinase em
resposta a admunistragio de TNF.

GOMES-MARCONDES (1985) avaliando ratos jovens e adultos,
controles ¢ desnutridos com carcinossarcoma, verificou reducdio na
concentragdo de proteinas totais, principalmente devido a diminui¢do da
concentragao de albumina plasmatica, os quais tem sido verificado, em ratos e
em pacientes com neoplasia maligna (CLARK & GOODLAD, 1960:
WANNEMACHER & YATVIN, 1965; DALY E, 1980; LUNDHOLM et al_,
1980). A redugao da albumina plasmatica ¢ comumente encontra em pacientes
com cédncer e estd freqientemente associada a gravidade da doenca;
possivelmente este decréscimo seria devido ao aumento do volume
plasmatico, alteracOes na distribuicdo de albumina entre os compartimentos

intra e extravasculares, diminui¢do de sua sintese e/ou aumento de seu
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catabolismo, ou combinagédo dos varios fatores (BRENNAN & BURT, 1981).
WANNECHER & YATVIN (1965) verificaram que a meia vida da albumina
sérica estava significativamente reduzida em ratos, com carcinossarcoma de
Walker em relagédo aos controles sem neoplasia; o decréscimo da meia vida da
albumina estava assoclada ao aumento significativo de seu catabolismo.
Segundo os autores, os aminodcidos provenientes do catabolismo da albumina
seriam utilizados para a sintese de glicose, via gliconeogénese ou ainda
diretamente pelas células neoplasicas. A manutencdo da globulina sérica
dentro dos limites normais, seria decorrente do aumento concomitante de seu
catabolismo e de sua sintese. VILLA et al (1992) verificaram queda
significativa da sintese hepatica (30%) de albumina em ratos portadores de
tumor, bem como de sua concentragdo no plasma, quando comparados aos
animais controles submetidos a dieta ad libitum ou pair fed.

A resposta da fase aguda estd ligada a producdo de mediadores
polipeptidios hormonais, denominados citocinas (WAITES et al, 1983).
Algumas citocinas induzem alteragdes de fase aguda: interleucina 1, fator de
necrose tumoral, interferon v, interleucina 6 e o fator inibidor de leucemia. A
interleucina 1 e o fator de necrose tumoral, produzidos por certos tipos
celulares, exercem seus efeitos primarios nesses tecidos. Horas apos o inicio
assim chamada proteina de fase aguda. WAITES et al, (1983), demonstraram
que na gravidez em camundongos estava associada ao aumento das
concentragdes de duas proteinas da fase aguda, haptoglobulinas e o
componente amiloide P sérico (SAP). Os autores sugerem que os estudos das
proteinas da fase aguda, propdem mecanismos elucidativos aos mecanismos
de sintese dos reativos de fase aguda e o papel destas proteinas na gravidez. A

resposta da fase aguda, inclui o aumento das proteinas normalmente
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encontradas em individuos saudaveis, assim como o aparecimento de novas
proteinas, que servem como marcadores de um evento patologico.

Neste estudo, verificou-se que o perfil eletroforético das fémeas,
tanto jovens quanto nas adultas, portadoras de tumor e inoculadas com liquido
ascitico apresentaram alteragdes em relagdo a expressio das fragGes protéicas
entre os pesos moleculares de 116 KDa (correspondendo as proteinas de fase
aguda) e entre 30 ¢ 20 KDa (correspondendo as fragdes protéicas gama-
globulinas, beta glicoproteinas e proteina C reativa). Segundo SUDBURY
et al (1976)., a concentracdo protéica sérica, analisadas em gel de
poliacrilamida, gradualmente decresceram com o crescimento de hepatoma
Morris 7777, apos 30 dias de transplante. Os autores relataram a presenga de
fator sérico com peso molecular de 39 Kda, em separacdo com gel SDS em
uma Unica banda com peso molecular de 39KDa, que foi verificado em
animais com cancer ¢ também em fémeas gravidas (SUDBURY et al, 1976).
Estes pesquisadores propde que a resposta do hospedeiro ao cancer estimularia
a produgdo deste fator protéico sérico pelo figado; os autores relacionaram
este estimulo ao processo de mtensa proliferagdo celular, como ocorre na
neoplasia. Em fémeas prenhes este fator protéico sérico seria sintetizado em
resposta ao crescimento fetal. A concentracio de algumas proteinas
Essas incluem as haptoglobulinas, certos inibidores de protease, componentes
do complemento, ceruloplasmina e fibrinogénio, entre outras. De todas as
proteinas da fase aguda, a proteina C reativa e a proteina amiloide sérica sdo
clinicamente as mais importantes, pois sua presen¢a serve como um indicador
de processos patologicos e estdo relacionadas a resposta protéica de fase
aguda hepédtica (ALAVA et al, 1999). Apesar dos processos anabolicos do

figado, a resposta de fase aguda ¢ acompanhada por um catabolismo
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acentuado de proteinas musculares associado 4 perda de peso corporal e ao
balanco nitrogenado negativo global, os quais foram, também, verificados em
resultados prévios, em nosso laboratério (GOMES et al, 1991; GOMES-
MARCONDES et al 1998).

A sintese da maioria das proteina plasmaticas, incluindo albumina,
fatores de coagulagdo, transferrina, sfo controladas por mecanismos
reguladores especificos. GENTILI et al (1998) verificaram que durante a
gravidez em ratos, o processo de secrecdo de varias imunoglobulinas e
proteinas séricas estavam relacionadas ha existéncia de fatores, provavelmente
citocinas, produzidas pelas células da placenta, que modulariam a resposta
imune e hepatica durante a prenhez. Apesar dessas caracteristicas comuns, as
proteinas séricas individuais sdo afetadas diferentemente com a evolugio do
neoplasia maligna (SASAMURA et al, 1998, FEISE et al, 1999). Além disso,
a cinética de sintese e de renovagdo de determinadas proteinas sdo
determinantes essenciais da resposta de sua concentracdo plasmatica a lesdo
patologica aguda (TISDALE, 1997). Em geral, é mais provavel que as
concentragdes plasmadticas das proteinas séricas, cuja renovagdo € rapida,
sejam deprimidas por uma leséo aguda grave em relacgéo as proteinas, que sdo

renovadas mais lentamente (p. ex., albumina). Finalmente, o catabolismo de

~ certas proteinas plasmaticas pode ser acelerado, principalmente na presenga de

neoplasia maligna.

Desse modo, as alteracdes encontradas no presente estudo foram
provavelmente devido a influéncia de varios fatores diretos e/ou indiretos,
produzidos pelo tumor ¢ células do hospedeiro que induzem alteracdes na
homeostasia do organismo, efeitos, estes, que puderam ser reproduzidos pela
inoculacdo do liquido ascitico e que assim propde uma ampla hinha de

pesquisa para futuras investigagdes.



CONCLUSOES

AlteracOes metabolicas que ocorrem durante a gravidez, visando prover
os substratos adequados para o desenvolvimento fetal, podem ser alterados
com o desenvolvimento de uma neoplasia maligna, que alteram esse quadro,
pela mobilizagdo de nutrientes & partir dos tecidos do hospedeiro, para garantir
a proliferacdo das células neoplasicas, acarretando entfio prejuizo na unidade
feto/placentaria.

O crescimento neoplasico acarretou prejuizo ao desenvolvimento fetal,
tanto nas ratas jovens como nas ratas adultas. A relagdo peso placentaria/peso
fetal nas ratas portadoras de céncer, tanto jovens e adultas, mostrou que o
tamanho placentario ndo determinou o peso fetal.

O desenvolvimento tumoral causou redugdo do hematdcrito, e
alteragdes no contetudo de proteina total sérica e do perfil eletroforético das
gravidas, tanto jovens, como adultas, portadoras de tumor.

Os efeitos do desenvolvimento neoplasicos proporcionaram alteracdes

na expressdo das fragdes protéicas, nas regides correspondentes as proteinas

da fase aguda e as fragbes protéicas gama-globulinas, beta-globulinas e
proteina C reativa.
séricos, foram reproduzidos pela inoculagdo do liquido ascitico nas ratas
jovens e adultas gravidas.

Concluiu-se que as alteragdes encontradas nesse estudo, que
culminaram com os efeitos deletérios aos fetos, foram provavelmente
influenciadas pela presenga do tumor, de forma direta e/ou indireta, uma vez

que estes efeitos foram reproduzidos pela inoculagio do liquido ascitico.
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