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ESUMO

A anemia do cancer é classificada como a anemia de doencas crbnicas, embora
as verss seja o primeiro sintoma do cancer. Anemia do cancer inclui um
componente hemclitico importante na fase terminal mesmo quando células
transfundidas s&o destruidas rapidamente. A presencga de um componente crdnico
e as complicagbes terminais da doenga limita o estudo do componente hemolitico.
0 modelo multifocal (varias inoculacBes simultdneas de células tumorais de
Walker 256} de crescimenio tumoral fol usado agqui para simular a fase de
disseminagio metastética terminal. O componente hemolitico da anemia iniciou 3-
4 dias apds as inoculacbes em 100% dos raios e apds isto progrediu
rapidamente: os niveis de Hb diminuiram de 14,9 + 0,02 para 8,7 + 0,06 g/dL
entre os dias 7 e 11 {~ 5 vezes a taxa fisiologica normal em ratos) na auséncia de
hemorragia. O desenvolvimento de anemia foi comelacionado (°=0,86) com o
desenvolvimento de outros efeitos sistémicos como a anorexia. Houve um
decréscimo significativo na fragilidade osmdtica dos eritrécitos circulantes: a
concentracao de NaCl que causou 50% lise foi reduzida de 4,52 + 0,06 para 4,10
+ 0,01 g/L (P <0,01) no dia 7, indicando uma reducdc no volume dos eritrécitos.
Porém, com moderado estresse metabdlico (4h de incubagdo a 37°C), os
eritrécitos mostraram um maior aumento na fragilidade osmdtica que nos
controles, sugerindo uma marcada alterag8c na homeostasia dos eritrocitos.
Também foi observadc aumento significativo na fragilidade osmética das

hemacias de ratos normais quando incubadas com o liquido ascitico (baixa
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concentracdc de glicose e provaveimente alia de moléculas produzidas pelo
tumor). Outros resultados significativos enconirados foram o aumento do consumo
de glicose e conteudo de ATP das heméacias dos animais portadores de tumor em
relacdo aos controles. Estes efeitos podem ser devido a alteragBes primarias na
membrana plasmatica (fransporte efou permeabilidade efou pode ser secundério
as mudancas metabdlicas). Este modelo multifocal é adeguado para o estudo do

componente hemolitico da anemia do cancer vistc gue ele & rapido, altamente

reprodutivel e causa sofrimento minimo ao animal.



1. introducéo

O Brasil classifica-se enire 0s paises com maior taxa de incidéncia
de cancer em todo o mundo. Estima-se que a0 longo de 1998 tenham sido
diagnosticados, no pais, 268.000 casos novos de neoplasias malignas sendo
140.705 (52,3%) em mulheres e 128.295 (47,7%) em homens (INCA, 1999).

Esta doenga é caraclerizada pela formacio de uma populacdo
anormal de céluias, derivada de uma UOnica célulza normal, que cresce
desordenadamente por escapar do controle de crescimento e supervisio da
imunidade (WEINBERG, 1996).

O termo usado para indicar o desenvolvimento das neoplasias &
carcinogénese, a qual pode ser induzida por agentes quimicos, fisicos, bioldgicos
ou geneéticos, apresentando trés estagios de desenvolvimento bem caracterizados:
iniciagéo, promogac e progresséc (PITOT & DRAGAN, 1991).

Os tumores cancerigenos manifestam considerével complexidade
estrutural e funcional, sendo a heterogenicidade a caracteristica fundamental
deste sisterna bioldgico e o fator limitante para a compreensao do comportamento
de neoplasias sdlidas teciduais, nos niveis celular, genético e na resposta ao
fratamento adjuvante (REW, 1998). Frequentemente os tumores sdlidos sdo
caraterizados por agressividade bioidgica, a qual se manifesta pela desregulagéo
do crescimento celular, invasBo e danos locais (obstrucdo), efeitos sistémicos
(anorexia, perda de peso, anemia , alteracbes no metabolismo de proteinas,

carboidratos e lipidios), alteragBes funcionais sobre diversos drgdos, astenia,
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hemorragia, hemdlise e metdstase (WARBURG,1856; THEOLOGIDES, 1972
TOOMEY, et al. 1995, MOLITERNO & SPIVAK, 1996 e REW, 1998).

Com relagéc a anemia, vérios mecanismos foram propostos para
explicar seu desenvolvimente no cancer, como: diminuicBo da vide Ufil das
hemécias, niveis inadequados de eritropoieting, reutilizacio defeituosa de ferro,
perda de sangue infrinseca ou iatrogénica ou faléncia da medula Gssea, dentre
outros {TEMPLE & STUCKEY, 1986; SPIVACK, 1894 ¢ MOLITERNO & SPIVAK,
1996). No cancer de humanos e de animais esta anemia, incluida enire as
anemia de doengas cronicas (ADC), muitas vezes é o primeiro sintoma que indica
o desenvolvimento da patologia (BODEY & FRE!, 1974). Além disso, a destruicBo
das hemacias na fase avancada do cancer n@o é reverlida mesmo que os
pacientes sejam transfundidos, chamandc a ateng@io para a presenca de um
componente hemolitico importante e gque ndo estd bem caracterizado neste
processo patolégico (HYMAN, 1853; HYMAN & HARVEY, 1955 e ZUCKER, et al.,
1977). Observagdes prévias realizadas no LPB/CAISM (dados n&o publicados de
Vieira Matos e Retlori) e de outros laboratdrios que utilizam o tumor de Walker
258 (ZUCKER et al 1977 e GUAITANI et al., 1983) mostram o desenvolvimento
de anemia em ratos portadores de tumor.

Este tumor espontanec foi inicialmente observado por George
Walker (1928) na regi&o da glandula maméria de uma rata albina prenhe, o qual
regredia totaimente durante o periode de lactagcdo mas voltava a crescer,
rapidamente, apés o desmame da prole. Naguela ocasi@o, foi classificado
histologicamente como carcinoma & testes de transplaniabilidade mostraram a

capacidade de fragmentos do tumor original crescerem em ratos recebedores



(EARLE, 1935). Uma outra caracteristica € que a incculacdo das células de
Walker 256 por via subcuténea {(sc) induz a formacgdo de tumores iniciaimente
firmes a palpagioc, encapsulados e de forma arredondada |, que ao longo de seu
desenvolvimenio podem infiltrar-se na pele e musculatura adjacente, sendo a
disseminacio metastalica mais freglenis para os nédulos linfaticos regionals,
periadriicos, refroperitoneais, inguinais e axilares (EARLE, 1835 e IWAMA et al.,
1974).

No modelo experimental de Walker 256, apds uma inoculacdo
subcuténea de células tumorais tomadas a partir de uma mesma suspensao e
adminisiradas em um grupo homogénec de ratos, observou-se uma grande
variabilidade no tempo para que os hospedeiros manifestem os efeitos sistémicos
induzidos pelo tumor. Como conseqléncia, a evolucdo clinica de ratos portadores
de tumor de Walker 256 (linhagem A) ocorre de modo ndo linear ou seja, com um
periodo inicial de duracio variavel designado de subclinico (sCP), no qual o tumor
cresce aparentemente sem causar qualquer distirbio fisiopatoiégico no
hospedeiro, passando subitamente para um periodo designado como clinico (CP),
gquando ocofriam mudancas rapidas e severas alteragcfes homeostaticas que
levavam o hospedeiro & morte (RETTORI! et al, 1995). Ainda nesie tipo de
experimento, no gqual uma unica inoculacdo sc com céluias tumorais de Walker
256 foi utilizada, o desenvolvimentc da anemia apresentou as caracteristicas
gerais de ADC (ZUCKER et al., 1977 e GUAITANI et al., 1982).

Por outro lado, a grande variabilidade observada no tempo de
aparecimento dos efeitos sistémicos em ratos com uma inoculacdo sc de células

tumorais foi contornado através do modelo de multiplas inoculacbes sc proposio
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por RETTORI et al., 1885, Apos a inoculagéo sc multifocal com células tumorais
de Walker 256 foi observado a antecipacio e sincronizacio do inicio (3 a 4 dias
apds inoculacdo) dos efeiics sist@micos observada na fase final dos canceres.
Este modelo também possibilitou a observacdo qgue o perfodo dlinico (CP)
apresentava duas fases importantes: a moderada (mCP) com progressio lenta da
anorexia acompanhada por ganho de peso corpéreo, devido a retencao de fluidos
e a fase grave (gCP) com perda répida de apetite e decréscimo do pesoc corpéreo
(RETTORY, et al, 1995 e GUIMARAES | et al., 1999).

O modelo de inoculacSes multifocais faz com que o8 animais
desenvolvam rapidamente a anemia, pois cerca de 20% das hemacias sido
destruidas diariamente por hemdlise (RETTORI, et al, 1998). Este fato é
semelhante ac gue acontece com pacientes com diversos tipos de cancer como,
por exemplo, linffomas e iéucemias, que em sua fase avancada apresentam
anemia importante decorrente de hemdlise, visto que a medula 6ssea apresenta
eritropoiese normobiastica e ndo se tem evidéncias laboratoriais ou clinicas de
perda de sangue (HYMAN, 1953).

Um dos parémetros importantes no estudo de qualquer tipo de
anemia hemolitica € a fragilidade osmdtica de hemdacias que estd baseado na
resisténcia destas celulas a hipotonicidade e que reflete, alteracdes de volume
induzidas por mudancas no metabolismo, deformabilidade, permeabilidade e/ou
transporte de fons através da membrana plasmatica (DACIE et al., 1984).

Alteragbes hereditarias de enzimas glicoliticas como a deficiéncia
de piruvato quinase, & um exempio de como mudangas primérias do metabolismo

de células vermelhas podem induzir anemia associada & diminuicdo do volume
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celular ern hemacias frescas (diminuicdo da fragilidade) e apos incubacéo por 24
h a 37 °C diminuicdo da resisténcia ao estresse metabdlico {(aumento da
fragilidade osmdética) . Por oulro lado, defeitos hereditérios e adquiridos pela
membrana das hemacias s8o também conhecidos por causarem diminuicio do
volume das hemacias com conseqlente diminuicdo da fragiiidade osmdética
(DACIE et al., 1884).

Desde a década de 50 foi aventada a hipdtese gue fatores
humorais seriam 0s responsavels pela anemia desenvolvida em pacientes com
neoplasias avangadas (HYMAN, 1953) . No entanto, ainda & controvertido o
papel desenvolvido por estas substéincias humorais, que podem induzir anemia
no cancer avancado; havendo a possibilidade de que o plasma destes pacientes
contenha substéncias que promovam anemia por diminuicdo da resisténcia
osmdtica das hemacias (ISHIKO et al,, 1987 e HONDA et al., 1995).

Alteracbes metabdlicas induzidas pelo clncer sd3o bem
conhecidas. CORI & CORI (1925) e WARBURG et al,, (1927) foram os primeiros
a observar em sarcomas de ratos e de galinhas a captacdo aumentada de glicose
pelos tumores com aumenic de liberacdc de acido lactico. A glicose
metabolizada no tecido tumoral, predominantemente por anaerobiose tem como
conseqiéncia a liberaggo de lactato, o qual &€ transportado pela circulaco para
ser metabolizado no figado e rim gerando novamente glicose através de um
processo dependente de energia (WARBURG, 1831). O consumo aumentade da
glicose foi observado nas ceiulas cancerosas e aparentemente é essencial para o
crescimento e progress&o do tumor primério. A combinacac entre a producio de

snergia anaerdbica pelo tumor e a reconversao do lactalo ou outro precursor
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resultando em glicose, via gliconeogénese, nos tecides normais é considerada o
circuito metabdiico pelo qual o corpo perde sua energia mantendo, assim, o
guadro de cagquexia (GOLD, 1968 ¢ HOLROYDE et al., 1975).

A regulacBo do metabolismo energétics dos eritrdcitos tem sido
extensivamente esiudada. O controle deste metabolismo visa estabilizar a
concentrac&c de ATP infracelular para assegurer o funcionamenio ajustado das
inimeras reacdes onde este nucleotidio estd envolvido, como por exemplo: o
contetdo dos intermediarios glicoliticos & dos nuclectidios das células vermelhas
em diferentes condicbes ou a correlacdo que existe entre a permesbilidade da
membrana 2 calions e a sobrevivincia das hemécias (MINAKAMI &
YOSHIKAWA, 1985 e BLUM et al, 1969 e ATAULLAKHANOV et al., 1981).

Ja que, em humanos, o transporte da glicose € um processo
passivo, infere-se que o movimento transmembrana desta molécula no necessite
de energia, iogo, ndo estaria associade ao metabolismo celular e ac consumo de
ATP (JENSEN & BRAHM, 1987). Entretanto, ha trabalhos que relatam que o ATP
intracelular pode agir como uma molécula estimuladora ou inibidora do transporte
de aglcares em eritrcitos humanos (JACQUEZ, 1983, HEBERT &
CARRUTHERS, 1986 e HELGERSON et al., 1989) .

G ATP também comelaciona-se com outras propriedades
celulares. Em diferentes tipos de céiulas, o swelling induzido tem a capacidade de
abrir os canais de Ci” na presenca do ATP intracelular (FATHERAZ! et al,, 1994 e
BEST et al., 1996), 0 que é atribuido a ago de proteinas quinases ou a proteinas
regulatorias de canais (HARDY et al., 1995 e VERDON et al., 1995). Também ha

evidéncias de que o ATP pode funcionar do lado externo da célula como um fator




autdcrine para aumentar a permeabilidade da membrana aos fons CI através da

estimulacéo de receptores Py (AL-AWQATI, 1985).

2. Objetivo

C objetivo deste trabalho, foi obter maicres informacbes schre o
componente hemolitico da anemia do cancer, através do estudo das alteragdes da
fragilidade osmdtica de hemacias a fresco e apés estresse metabdlico por
incubac&o em diferentes meios (indugdo indireta de alteracBes funcionais), bem
como, alteragbes no consumo de glicose e conteldo de ATP (alteracdes

metabslicas) em ratos submetidos a mditiplas inoculagbes subcuténeas de tumor

de Walker 2586.

3. Material e Métodos

3.1. Animais

Neste trabalho foram utilizados ratos (Raftus novergicus albinus,
Wistar) machos e fémeas, albino, Wistar de 8 a 9 semanas de idade. Estes
animais foram criados e estavam alojados no Biotério do Laboratério de Pesquisas
Bioquimicas/CAISM/UNICAMP em gaiolas plésticas (5 animais/gaioia) com cama
de maravalha de pinho, ambientados & temperatura de 21 + 1°C, com fotoperiodo

de 12 h e recebendo agua e dieta comercial {Labina/Purina/Campinas/SP) para

ratos ad fibitum.




3.2. Controle da ingestéo alimentar e do peso corporal

A racdo presente em cada gaicla dos grupos portadores de tumor ou
controle foi pesada diariamente, afim de estabelecer a quantidade ingerida pelos
animais de cada grupo. A racdo oferscida ao grupo controle sob restricdo
alimentar ol igual 2 quantidade de ragdo ingerida no dia anterior, pelos ratos

portadores de tumor. Todos os ratos foram pesados individual e diariamente.

3.3. Manutencao da linhagem do tumor Walker 256

A linhagem A do carcinoma de Walker 256 ol doada pela Dra. Maria
Cristing Cintra Gomes do Deparfamento de Fisiologia e Biofisica/iB/Unicamp,
obtida originalmente do Nacional Cancer Institute Bank, Cambridge, MA/
USA. Essa linhagem esta sendo mantida no LPB/CAISM, congelada em nitrogénic
liquido ou em ratos atraves de passagens consecutivas subcuténea (scj ou
intraperitoneal {ip}.

As ceélulas tumorais de Walker 256 A crescem como células asciticas
quando inoculadas na cavidade peritoneal de ratos, sendo faciimente mantida
através de passagens sucessivas entre individuos. Estas células ainda podem ser
estocadas e congeladas em nitrogénio quuidc quando misturadas a glicerina
(5:1viv). Para a reativagdo das células tumorais congeladas, tode o conteldo de
um frasco {1,0 mL), descongelado & temperatura ambiente, deve ser inoculado na
cavidade peritoneal de um rato. A proliferacdo das células, tumorais, gue no inicio
desse processo € mais lenta, exige pelo menocs 4 passagens sucessivas entre os
ratos hospedeiros para expressar o maximo da atividade proliferaiiva na cavidade

peritoneal, quando as células tumorais passam a se duplicar a intervalos de 14 a



16 h.

2.4. Obtencéo do indculo de células de Walker 256

Neste trabalho, as suspensdes de células tumorais de Walker 256 foram
obtidas retirando-se liquido ascitico da cavidade peritoneal de ratos doadores
utilizado para a sua manutencdo. Apds retirado, o liquido ascitico foi prontamente
diluido em aproximadamente trés vezes o seu préprio volume com solucéo Ringer-
lactato. Tal diluiclo preveniu a formaco de coagulos, mantendo a suspenséo
homogénea. O numero e a visbilidade das células tumorais foram determinados
atraves de contagem em hemocitdmetro empregando-se solucgo 0,01% de azul
de Tripan. A concenirac&o de trabalho definitiva foi igual a 20x10° célulasimL e foi
preparada diluindo-se a suspens@o de células tumorais em soluc@o de Ringer-

lactato.

3.5. Administracao das células tumorais de Walker 258
As células tumorais de Walker 256 A foram administradas através de
multiplas inoculagbes simultdneas (4frato) de 0,25 mbL da suspensdc descrita

acima (5x10° células por sitio de inoculacdo) no tecide subcutaneo do dorso dos

ratos.

3.6. Grupos experimentais
3.8.1. Grupo controle dia zero
Neste trabaiho o grupo controle dia zero (n=49) se refere a todo © conjunto

de animais que antes da inoculagio das células tumorais {grupo portador de fumor
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ou controie} foram submetidos as determinacbes dos seguinies parémetros :
hemograma, concentracBo de hemoglobina [Hb], fragilidade osmdtica (F.0.) de
hemacias a fresco e incubadas em diferentes meios por 4 horas, concentracio

plasmética de glicose [G], consumo de glicose e conteldo de ATP nas hemacias.

3.6.2. Grupoc controle sob restricdo alimentar

Foi composto por 22 ratos Wistar inoculados através da via sc, em quatro
sitios dorso lombares com 0,25 ml de Ringer-lactato (placebo) e submetidos a
restricBo alimentar. Esles animais passaram a ingerir 8 mesma quantidade de

racio ingerida pelo grupo portador de tumor com 24 h de atraso.

3.6.3. Grupo portador de tumor de Walker 256
Foi composto por 27 ratos Wistar inoculados em quatro sitios dorso
lombares com 0,25 mL de suspenso de células tumorais de Walker 256 (5x10°

células/sitio).

3.6.4. Grupo doador de hemacias normais e plasma controle (PLc)
Foi composio por 4 féBmeas Wistar normais, com z finalidade de doar as

hemécias sadias e o plasma normal para o estudo de fragilidade osmética de

hemacias normais em diferentes meios, item 3.7.4.2. a, b.

3.6.5. Grupo doador de plasma Walker 256 e liquido ascitico
Foi composto por 4 fémeas inoculadas através da via ip com dose Unica de

20 x 10° céluias de Walker 256, sendo sacrificados 4 dias apds a administracio do



indculo. Este plasma foi utilizado para o estudo descritono item 3.7.4.2 b

3.7. Protocolo experimental
3.7 1. Coleta de Sangue

As amosiras de sangue corespondenies ao dia zero (item 3.6.1.) foram
obtidas através do plexo retro-orbital (0,7 mL de sangue em 0,05 mL de heparina
sodica, 5000 U.L/mL ).

As amostras de sangue foram obtidas 4, 7 e 11 dias apds a inoculagéo das
células tumorzis {item 38.3) ou solugdo placebo (3.6.2)) segundo descrilo na

Tabela 1.

Tabela 1- Tempo de coleta de sangue apds a inoculacdo das celulas tumorais ou

placebo nos grupos de animais estudados.

_ _ . Tempo {dias}
.Gmp@dea.mmais 4 7 »ﬁ
.Cantme sob restﬂgae aismeaiéf ;gz_s_ ﬂz nzf 2
?Gr%ados' de tum@r de Wa kee' 256 =§ '. :_'; | ﬂzﬁ _ '_ : ﬂx 'E?

Neste sentido, a cada tempo experimental, 0s animais foram anestesiades
com éter para aberlura cirdrgica do t6rax e exposigio do coragdo. Apds incisgo do
coragéo o sangue foi coletado da cavidade toraxica ( 6,0 mL de sangue em 0,3 mL

de heparina sodica 5000 U.i./mL ) com auxilio de uma seringa.
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3.7.2. Hemograma

Os hemogramas das amostras de sangue foram realizados no
Hemocentro/Unicamp,  utilizando-se os meétodos de impedanciz e
cianometahemoglobina para o Celi-dyn 1600 (Operation Reference Manual for
Cell-dyn 1600 and Cell-dyn 1600 CS—Hematology Analyzis Unipath, 1889). Fol

empregado fator de correcéo (Fc) para a heparina adicionada

' Fo = volume total da amostra (mil .

. volume iétaf_i_éé': asrﬁ@éém {m%.f}? n-'?é;uﬁ*eeﬁef_?sega%rma@ (i}

3.7.3. Determinacéo da concentracdo de Hb ( [HbB] )
A [Hb] foi determinada por regra de trés simples que correlacionou as
absorvancias das amostras de sangue testadas (540 nm) de uma suspenséo de

hemacias cujc hematocritoc a 4C,2% tinha uma concentracdo de 17,2 g Hb/dL.

3.7.4. Estudo da fragilidade osmdtica (F.0.)

3.7.4.1. Preparagdo da solugdo tampado (estoque) para o feste de F.0.
Foi empregado soiucdc salina tamponada (1,71 mol/iL pH 74 ): 90 g de
NaCl + 34,4 g de NasHP0412 HO + 2,15 g de NaM, PO, 2 H20, gsp 1,0l com

agua deionizada .




3.7.4.2 Teste de F.O. de hemacias de ralos { Dacie et al., 1984)
2 Hemécias a fresco. 25,0 ul de sangue total foram adicionados a 2.5 ml de
salina tamponada em diferentes concentragdes (3,5 - 65 & 8.0 g/L), obtidas a
partir da soluc&o estoque do item 3.7 4.1
b, Hemscias em diferentes meios de incubagdo ' 1500 uL de papa de
hemacias obtidas pela centrifugacdo do sangue total a 978 g/S'/temperatura
ambiente + 0,5mL ou 1,0 mbL dos diferentes meios de incubacio {descritc em
3.7.4.3). Ap6s a incubacdo retirou-se 25,0 L desta suspenséo gue foi adicionada
a 2.5 mL de salina tamponada em diferentes concentragbes (3,5-65e 9.0 g/l).
Apds a adigdo de 25,0 ul de sangue total (3.7.4.2 a) ou 150,0 yL de papa
de heméacias (3.7.4.2.b) aos tubos de ensaio contendo a solucdo de salina
tamponada em diferentes concentracdes foram gentimente homogeneizados,
mantidos em repouso & temperatura ambiente por 30 minutos centrifugados a 978
g/5 minutos. O sobrenadante obtido foi lido a 540 nm de absorvéncia em
espectrofdtomeiro Beckmam DU-70 em cubetas de plastico (3,0 mL) com 1,0 cm

de caminho dptico.

c. Célculo para a obtencéo da fragilidade osmdética

% hemédlise = = leitura da amostra — leitura do tubo c/ 8.0 g/t NaCl x 100

- 'ijei%aé'a do tubo comH,0
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Onde:

- tubo com NaCla 9.0 g/l tubo branco
- 100: ajuste do valor obtido em percentagem

- fubo com H:O: 100% de hemdblise

d. Célculo para a oblengdo da fragilidade corpuscular média (FCM)
A FCM foi definida como a conceniracBo de NaCl na qual 50,0% dos
eriirdcitos foram hemolisados e calculada através de interpolacdo dos pontos

imediatamente superior e inferior ao 50% de hemdlise.

3.7.4.3. Meios de incubac@o das hemacias de raio

a) incubacdo por 4 h : foram usados para a determinacéde da F.Q. das heméacias
de ratos portadores de tumor & seus respectivos controles os seguintes meios de
incubacdo: 1,0 mL Ringer-lactato (RL); 1,0 mL Ringer-lactatc + 2,0 mg/ de glicose
(RL+G); 1,0 mL de plasma autdlogo (Pla) e 1,0 mL piasma autdlogo + 1,0 mg de
glicose (Pla + G).

b} Incubacéo por 30, 120 e 240 minutos: foram usados para a determinacéo da
F.O . das hemacias de ratos normais os seguintes meios de incubagdo: 0,5 mL
Ringer-lactato+ 1,0 mg BSA (RL+ BSA); 0,5 mL Ringer-lactato + 1,0 mg BSA + 1,0
mg de glicose (RL+ BSA + G) ; 0,5 mL de plasma de rato controle {(Plc); 0,5 mL
plasma de rato portador de tumor de Walker 256 (PLw); 0,5 mL de liquido

ascitico (LA} e 0,5 mL de liguide ascitico + 1,0 mg de glicose (LA+G).



15

3.8. Deferminacéo da glicose

3.8 1. Glicose plasmatica

As amosiras de sangue referentes ao tempo zero e 10° dia apods inoculacdo
das células tumorais e placebo foram cenirifugadas a §90g/10
minutosftemperatura ambiente. Foi refirado 20,0 ul plasma com awdiio de uma

pipeta, o qual foi utilizado para a determinag@o da concentracdo de glicose (Kit

i.aboriab, Barueri, SP).

3.8.2. Consumo de glicose

Com uma micropipeta foram retirados 0,15 mL de hemécias empacotadas
resultantes da cenfrifugacdc anteriormente descrita, as gquais foram
posteriormente suspensas em 0,35 mbL do préprio plasma ( para um hematdcrito
de 15,0 %). Esta suspensdo foi incubada em banho-maria a 37°C por 4 horas,
juntamente com 2,0 mg (ratos portadores de tumor) ou 1,0 mg (ratos controles sob
restricdc alimentar) de glicose. Em seguida, as amostras foram centrifugadas em
centrifuga Incibras Spin Il a 978g/5minutosfiemperatura ambiente. No

scbrenadante obtido foi determinado a concentracio de glicose (Kit Laborlab,

Barueri, SP}.



16

3 8.3 Fundamenio da reacso da glicose oxidase

A g-D-glicose é oxidada pela giicose oxidase (GOD) a D-glucono-§-lactona.
O perdxido de hidrogénic produzido na reagdc de oxidacdo da glicose em
presenca de 4-aminofenazona, fenol e peroxidase produz o coranie
antipirilquinonimina. A quantidade do corante formado € proporcional a

concentragéo de glicose da amostra (Kunst, et al., 1988).

3.8.4. Procedimento da reagéo

a) Preparo do reafivo de cor

Reativo 1 (*}| Agua | Reativo2{*}| Reativo enzimatico(*"}

o ﬁ,@ mbL. - 90.0mi. + - ﬁ,_i}m%.. - B30 mL

(*)Réativo de cor 1. 4-aminofenazona 0,025 mol/L + tampaoc TRIS 0,92 moliL,
(**)Reativa de cor 2. fenol 0,055 mol/L.

(") Reativo enzimético : glicose oxidase 1KU/mL + peroxidase 0,15 KU/miL




b) Ensaio:

sase,
~

?Qaﬁfﬁa L - Branco | ___?aé;ﬁ&{*? - Amostra.
FwGD | —— | ®m1 | —
;ﬁ;gmsém {gﬁ,} | — m 2@s§ '

8 ﬁ@{gi@ o i _-_5!23?%3{1;,;:}"_i-."": : s
Reatwa ﬁe a or §**} Eﬁ .- Do _.i :. 2}@ BRI RS 259 | i

(*\Solugae padrio: solugdo de glicose 100mg/dL, pH 7 4,
(™\Reativo de cor: 0,025 moliL 4-aminofenazona + 0,085 moliL fenol +0,82 mol/lL

tampao TRIS.

Todos os tubos foram agitados e colocados em banho-maria a 37°C/10

minutos. As leituras foram realizadas no epectrofotdmetro Beckman D.U.-70 a 505

nm de absorvancia em cubetas de quartzo de 3,0 mi, com 1,0 cm de caminho

aptico

3.8.5. Célculo da [G]

Glicose mgidL=D xi

= 100 mg glicose/dL

P
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Onde:

D= densidade Optica da amostra

= fator de correcéo

P= densidade Optica do padréo de glicose

Valores para ratos normais: 56,0 a 78,0 mg/mL

3.8.6. Calculo do consumo de glicose pelas hemécias

a} Célculo do hemattento a 150 %

O calculo do hematderito a 15,0 % foi realizado com a finalidade de que o
sangue total de todos os animais tivessem o mesmo volume celular, expresso em
percentagem de sangue ftotal, que estd correlacionadc com uma mesma
concentracac de Hb.

A 20,0 L. de papa de hemécias foi adicionado 2,0 mL de dgua deionizada.
Esta suspensao foi homogeneizada e centrifugada a 626¢/5 minutosftemperatura
ambiente. O sobrenadante obtido (Hb) foi lido a 540 nm de absorvancia em
espectrofotometro Beckman DU-70, em cubetas de pléstico de 3,0 mL com 1,0 cm
de caminho dptico.

Sabendo-se que em média a D.O. da hemoglobina de hemdcias de ratos
normais a 540 nm € 1,29 e que este valor eqlivale a um hematéerito de 38,0%,

pode-se calcular qualquer hematéorito de qualquer amostra, como no exempio

abaixo descrito:
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0.0 HCT
1,29 »  380%
0,51 » A
HCT=150 %

b) Célculo do consumo de glicose {umaol por mL eritrdeito por h)

Este calculo fol realizado a partir do gue se segue:

- mgglicose/g Hbo/h - AxB

Onde :
A= consumo de glicose {(mg/mi/h)
R= volume de plasma adicicnado (mL) para um determinado hematocrito
C= volume de papa de hemacias (mL) para um determinado hematocrito
D= concentracio de hemoglobina: gHb/1,0 mL de hemacias
Obtido este valor efetucu-se a transformacio de mg glicose/gHb/h para

pmol/mL eritrocito/h.

3.9, Determinacgdo do conteddo de ATP

A determinacdc do ATP foi realizada nos dias zero e 10 nos animais
portadores de tumor e seus respectivos controles sob restriggo alimentar, pelo

método enzimatico da fosfoglicerato guinase (Kit Sigma St. Louis/USA).
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3.9.1. Fundamento da reagio
As enzima fosfoglicerato fosfoquinase (PGK) e a gliceraldeido fosfato

dehidrogenase (GAPD) , sfo usadas para catalizar a seguinte reacao:

. - :,z’j\/’g“’r\\-
. w4
R R ST
v LR
o : b
A= -
AT B o e
i joir—h o o e m s
. R & e e . : Ke
S ADPE ' " " ’
: o T . 1.3 difodogiicenic
g e £ v
Iy o e S
0y T O e Gl swmH R it Cy § ChADY 2O,
P % . COHE L @ o
£ . L EANS
E R & o WO

o

1 cifosogticenato

gliceraideido-3Hosslo

PGK= suspensdo em sulfato de aménic da 3-fosfogliceraldeido fosfoquinase de levedura (450
unidades/mL}).

GAPD= suspensdc em sulfato de amdnio de 800 unidades/mb da gliceraideido 3-fosfato
dehidrogenase { madsculo de coelho ).

A medida da quantidade de ATP originalmente presente na amostra de
plasma foi obtida pela determinacéo da diminuicdo na absorvancia a 340 nm

quando o NADH é oxidado a NAD™.

3.9.2. Procedimento da reagdo

a . Preparacdo do sobrenandante livre de proteinas

1. Em um tubo de centrifuga, foi pipetado 1.0 ml de TCA 120 % + 1,0 mbL de
sangue total. Misturou-se bem e deixou-se descansar por aproximadamente 5
minutos em banho de gelo.

2. Centrifugou-se a $78¢/10 minutos para a obtengdo do scbrenadante claro,
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b. Ensaio
1- No frasco gue continha 0,3 mg de NADH pipetou-se na ordem indicada:
1,0 mi da solucdo tampao PGA (sol tampéo com 18 mmoliL acido
fosfoglicérico + Mg™ + EDTA)
1,5 mi de agua deicnizada
0,5 mi do sobrenadante livre de proteinas
Tampou-se 08 frascos o inverteu-se varias vezes para misturar o
NADH.
2- Decantou-se todo o conteudo em uma cubeta, Leu-se contra agua 2 350 nm
{absorvancia inicial A} .
3- Na cubeta foi pipetado 40,0 ul da mistura de enzimas GAPD/PGK. Misturou-se
bem por inversao.
4- No mesmo comprimento de onda foi realizado nova leitura durante 10 minutos
{absorvancia final A).
As leituras foram realizadas no espectrofotometro Beckman D.U.-70 em

cubetas de quarizo de 3,0 mL, com 1,0 cm de caminho optico.

3.9.3. Calculo da concentragdo de ATP

S %?ﬁéﬁ- aﬁ;??fg ﬁb = AR : x E "!95. 3
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196 =3.04x 100

6,22 x 0,25

{Onde:

AA = Leitura iniclal A - Leitura final A

3 04= yvolume do liquido na cubseta

100= converséo da concentracdo de mi. para dL.

§,22= absorvancia milimolar do NADH * a 340 nm de absorvancia
0,25= volume da amostra

Valores normais em humanos = 3,64 a 4,45 umol ATP/g Hb

3.10. Autdpsias

Foram feitas em todos os animais portadores de tumor de Walker 256 e em
seus respectivos controles sob restrigdo alimentar. Atengfo especial foi dada para

eveniual presenca de metastases, invasio de tecidos e hemorragia.

3.11. Analises estatisticas

Todos os resultados foram expressos com X + EP. O tesie “" de Student
foi empregado nas analises comparativas entre os animais portadores de tumor &
seus respectivos confroles (peso, ingestdo alimentar, concentracdo de Hb,
variacéo da FCM de hemacias fresca nos periodos sCp, mCP e gCP) e entre os
controles aos 30, 120 e 240 minutos de incubagdo sob meios de estresse

metabolico. O teste “t" pareado foi usado nas comparacdes entre os dias zero, 4,
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7 & 11 nos animais poriadores e nos controles sob restricBo alimentar
{concentracio de Hb, FCM , FCM incubada por 4 horas). O teste de correlacdo foi
empregado na andlise do VOM das hemécias de animais controles e portadores
de tumor de Walker 256. O teste de Mann-Whithey no consumoc de glicose e
cortetdo de ATP entre os animais portadores de tumor e seus confroles. As

diferencas nos diferentes testes empregados, foram assumidas como nivel critico

de 95% {P<0,05 ) (VIEIRA, 1981).

4.1. Desenvolvimento dos tumores

Os tumores sc cresceram em f{odos os silios inoculados (4
sitios/ratos).Foram paipdveis a partir do 3° dia e no momento do sacrificio dos
animais © peso médio foi de 0,7 + 0,1 g no 4° dia (sCP), 2,8 £ 0,2 g no 7° dia

(mCP) e 10,3 £ 0,6 g no 11° dia (gCP).

4.2. Evolugdo da ingestao alimentar e peso corporal dos animais portadores
de tumor de Walker 256 e seus respectivos controles sob restrigio alimentar

A figura 1 mostra a ingestdo alimentar e o peso dos animais empregados
neste trabalho. No primeiro dia da sCP os animais portadores de tumor de Walker
256 ingeriram menor quantidade de racdo, provavelmente devido a anestesia para
a inoculagdo sc das células tumorais (21,0 g para 17.0 g). A partir do segundo dia
a ingestao se normalizou (22,6 g/dia) e do 3° dia até o inicio da gCP, houve um

decréscimo da ingestdo alimentar, sendo o consume médio de alimento igual a
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21,8 gidia. A partir do 8° dia (gCP) até o momenic do sacrificio os animais
passaram a ingerir uma quantidade ainda menor de racdo, que variou eéire 17.2 a
8,3 g/dia.

Nestes mesmos animais regisirou-se, um efeito paradoxal com relacdo ao
ganho de peso, quando a partir do 8° dia (gCP) até o sacrificio houve aumento

significativo do peso corpbreo (p<0,05) associado & reducio da ingestdo alimentar

(Figura 1).
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Figura 1 — Evolugdo da ingestdo alimentar e do peso corporal dos animais portadores de 4
inoculacBes sc do tumor de Walker 256 e seus respectivos confroles sob restricdo alimentar.
Ganho de peso: (#-—@) animais portadores de tumor; n=5 (sCP e mCP) e n=17 (gCP}; ()
animais sob restricdo alimentar; n=5 (sCP & mCP) e n= 12 (gCP). ingestdo alimentar : (* —* )
animais portadores de tumor de Walker 256; n=5 (sCP e mCP) e n=17 (gCP); {=—=) animais
sob restricdo alimentar (controles); n=5 (sCP e mCP} e n=12 (gCP). sCP =Periodo subclinico;
mCP= periodo clinico fase moderada e gCP= periodo clinico fase grave. * Teste "t* de Student
{P< 0,05}
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4.3.Evolugdo dos niveis de Hb no sangue (anemia)

A figura 2 mostra a variagio da concentraco de Hb (g/dl) nos animais portadores
do tumor ou nos controles sob restrico alimentar nos periodos sCP (4° dia), mCP (7° dia)
e gCP (11° dia) da doenca comparados aos valores obtidos nestes mesmos animais no dia
zero {ver material & métodos).

Houve uma diminuicdo significativa (P<0,05) na concentracdo da Hb dos animais
portadores de tumor nas fases mCP e gCP (Figura 2 A). Nos ditimos 4 dias esta variacio
fol de 14,9 £ 0,2 para 8,7 + 0,6 0 que foi eqlivalente a uma redugo de 1,55 g/di/dia. As
auiopsias realizadas nestes animais mostraram que a diminuicBo da Hb cursou na
auséncia de hemorragias intemas ou externas. O grupo controle submetido a restrico
alimentar n&o mosirou diferenca significativa no conteldo de hemoglobina das hemacias
{Figura 2 B).

Posteriormente, foi realizado ¢ estudo comparativo entre a concentracgio de Hb dos
animais portadores de tumores e seus respectivos controles nos diferentes perfodos da
doenga, mostrando que houve diminuicBo significativa (P<0,05) nos valores desie

parametro em todos os periodos estudados (Figura 3).
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Figura 2- Variacdo da conceniragio de Hb (g/dL) nos animais portadores de tumor de Walker
256 (4 inoculagdes sc) e controies submetidos a restricio alimentar. sCP= periodo subclinico;
mCP= pericdo clinico fase moderada e gCP= periodo clinico fase grave. n= ndmero de animais

empregado no estudo. * Teste “t” de Student pareado (P< 0,05).
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CONTROLES SOB RESTRICAO ALIVENTAR
RATOS PORTADORES DE TUVOR DE WALKER 256

mCP gCP

[Hb] g/di.

4 — - =
Tempo (dias)

Figura 3- Comparagac enire a concentragéo de Hb dos animais portadores de 4 inoculagdes sc
do tumor de Walker 256 & seus respectivos controles sob restricde alimentar nos diferentes
periodos da doenga. Animais portadores de tumor n=5 (sCP e mCP) e n=10 para gCP. Animais
sob restricdo alimentar n=5 (sCP, mCP e gCP). sCP = periodo subclinico; mCP= periodo clinico
fase moderada e gCP= periodo clinico fase grave * Teste ‘4" de Student (P<0,05).
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4.4. Alterac@o da % FCM e do VCM (fL) das hemécias frescas de animais portadores
de tumor de Walker 256 e de seus controles sob restrigdo alimentar

A figura 4 mostra as curvas de hemdlise das hemacias frescas dos animais
portadores de tumor de Walker 256 e de seus respectivos confroles sob restricao
alimentar no periodo sCP e nas fases mCP e gCP, comparando-as com suas proprias
curvas de hemdlise obtidas no dia zero (descrito em material e métodos).

£oi observado desvio significativo (P<0,05) & esquerda na curva de hemdlise nos
animais portadores de tumor (Figuras 44, 4B e 4C), que expresso em diferencas na FCM
foi respectivamente: -0,25 + 0,04 (dia zero — sCP), -0,42 + 0,06 (dia zero - mCP) e — 0,36
+ 0,07 {dia zero — gCP) g/l NaCl. Os animais submetidos a restricao alimentar mostraram
um desvio significativo & esquerda (P<0,05) durante o periodo sCP - 0,11 + 0,02 (dia
zero — sCP) (Figura 4D) e nenhuma mudanga nas outras fases da doenga (Figura 4D, 4E
e 4F).

QOutra alteracdo observada foi que na gCP (11° dia) houve o decréscimo na
inclinacéo da curva da F. O . das hemécias de ratos portadores de tumor. A percentagem
méaxima da variacdo de lise das hemacias (valor maxime da derivada) foi de 51,0 £ 1.8 %
no dia zero para 36,0 + 2,1 % no 11° dia (Figura 4C). Sob as mesmas condigbes nao
ocorreu mudancas significativas nas derivadas do grupo conirole submetido a restricac

alimentar (52,0 + 2,4 para 48,0 + 1,0 % por g/L) (Figura 4F).
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As variagles entre as diferencas da FCM dos animais com tumor e de seus
controles sob restricdo alimentar nos diferentes perfodos da doenca em relacio ao dia
zero foram estatisticamente significativos (P<0,05) desde a sCP até a gCP (Figura 5).

Consistente com as alleragbes acima descritas observou-se  diminuicio
significativa (P<0,05) no volume corpuscular médio (VCM) das hemécias de animais
portadores de tumor de Walker 256 nos diferentes dias da doenga em relagdo ao diz 4
cujos valores foram: 53,2 fL com variac@o de 53,0 a 54,0 na sCP; 51,6 fl. com variacéo de
51,0 a 52,0 na mCP e 50,0 fL com variacBo de 49,0 a 52,0 na gCP, com ¥ =077 e
P<0,001. No grupc de animais controles ndo foi observada nenhuma alteracéo
significativa e os valores obtidos foram: 51,6 fL. com variagio de 51,02 53,0 na sCP; 518
fl. com variagéo de 50,0 a 53,0 na mCP e 50,2 fL com variagio de 49,0 a 52,0 na gCP

com = 0,21 ndo significativo {Figura 6).
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Figura 4- Comparagio entre a variagdo da fragilidade osmoética das hemacias a fresco dos
animais portadores de 4 incculagdes sc do tumor de Walker 256 e de seus respectives controles
sob restricdo alimentar. Animais portadores de tumor: (e—s) dia zero: A ¢ B n=5 ¢ C n=10;
(0—O) A e B n=5 e C n=10. Animais controie sob restricBo atimentar: (s—s) dia zero n=5;
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YOLES SOB RESTRICAO ALIMENTAR
PORTADORES DE TUMOR

1 sCP m?ﬁ

Figura 5- Variag8io da FCM de hemécias de ratos portadores de 4 inoculagBes sc do tumor de
Walker 256 e seus respectivos controles sob restric8o alimentar. Animais portadores de tumor
n=5 {sCP e mCP) e n=10 gCP. Animais controles sob restricéo alimentar n=5 sCP; mCP e gCP.
sCP= periodo subclinico; mCP= pericde clinico fase moderada e gCP= periodo clinico fase
grave. * Teste “t” de Student (P<0,05). :
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NTROLES SOB RESTRICAD ALIMENTAR
| RATOS PORTADORES DE TUMOR DE WALKER 256

Variagdo do VCM (fL)

Dias

Figura 8- Variag&o do VCM (fL} das hemacias de ratos portadores de 4 inoculagbes sc do tumor
de Walker 256 e seus confroles sob restricdo alimentar nos diferentes dias da doenca. Ratos
portadores de tumor de Walker 256 n=5 para 0s dias 4 e 7 e n=9 para o dia 11. Ratos coniroles
sob restricdo alimentar n=5 para todos os dias da doenca. * Teste de correlacéo (P<0,05).



4.5. Resisténcia ao estresse metabdlico das heméacias de ratos portadores de tumor
de Walker 256

Em vista dos resullados obtidos na determinac8o da FCM de hemacias frescas de
animais portadores de tumor de Walker 256 nos periodos sCP, mCP e gCP que
caracterizam aumenio da resisiéncia dessas hemacias 2 hemdlise se fez necessario o
estudo da resisiéncia dessas hemacias ao estresse metabdlico através ds incubagso
destas células em diferentes meios (RL, RL+G, PLA e PLA+G).

A glicose fol adicionada aos meios RL e PLA (RL+G e PLA+G, respectivamente)
para impedir o esgolamento da fonte ensrgélica das hemacias com conseglente falha da
bomba Na /K, © que levaria ac aumento da lise celuiar (Dacie, 1984).

Na fase sCP as hemacias dos animais poriadores de tumor de Walker 256
apresentaram aumento significativo (P<0,05) da FCM nos meios: RL, PLA e PLA+G; na
fase mCP somente no meio PLA e na fase gCP em todos os meios de incubagdo quando

comparados com 0s controles sob restricdo alimentar (Figura 7).
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RATOS CONTROLES SOB RESTRICAC ALIMENTAR
RATOS PORTADORES DE TUMOR DE WALKER 255

25 gcp

DAF GM (NaCl gil.)

"

VARIAGAO

25 gCP

RL RL+G FPLa PLa+G

Tempo (4 h)
Figura 7- Efeito do estresse metabdlico da FCM das hemacias de animais portadores de 4
inoculagdes sc do tumor de Walker 256 e seus confroles sob restricdo alimentar apés 4 horas de
incubagdo em diferentes meios. Animais portadores de tumor de Walker 256 n= 5 (sCP e mCP)
e n=9 gCP. Animais controles sob restric&c alimentar n=5 (sCP, mCP e gCP). sCP= periodo
subclinico: mCP= periodo clinico fase moderada e gCP= periodo clinico fase grave. RL (Ringer-
lactato), G (giicose) @ PLa (plasma autblogo).*Test "t* Student pareado {(P<0,08).
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4.6. Busca de atividades capazes de alterar a F.0. das hemdcias normais no
plasma e liquido ascitico de ratos portadores de tumores

A figura 8 moslra os valores da F.O. de heméacias normais quando foram
incubadas em: meiocs confroles (RL+BSA, RL+BSA+C e PlLc) e meios experimentais
{PLw, LA e LA®G). A adiggo de BSA (soro albumina bovina) no meio RL serviu para
estabilizar 2 membrana das hemacias e tornar este meic o mais semelhante possivel ao
Ple.

Os resuilados observados com & incubacdo de hemécias normais a 37°C por 30,
120 e 240 minutos em diferentes meios foram os seguintes:

a) aumento significativo da F.O. aos 120 minutos ao compararmos todos os meios

testados com LAe LA + G.

b} aumento significativo da F.O. aos 240 minutos ac compararmos todos os meios

testados com LA .

¢) nenhuma alieracgo na F.0. foi observada nos meios controles utilizados (Figura 8 e

Tabela 2).
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Figura 8- Efeito dos meios de incubagic sobre as hemacias de ratos normais submetidas a
esiresse metabdlico. n=5 em todos os meios. RL (Ringer-tactato), BSA (soro albumina bovina), G
(glicose), PLw (plasma Walker 256), PLc (plasma controie) e LA (liquidc ascitico).
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Tabela 2- Comparacéo estatistica enire a FCM de hemacias de ratos normais submetidas

a diferentes meios & tempos de incubacao.

 FOM (NaCl gL}

- Meios de incubagdc

RL+BSA

RL+BSA+G

Plw

Tempo  PLe 14 §AG
- {minutos KEEP ¢ KRR ¥ X+EP KPR XER XEP
{r=5}% =5} 1. (=3 =5y Are=hy {n=5}
30 448 £008] 462+0,09] 448007 440011 4572006, 482000
2 z - e -.a...-; . N _1. ) a L
120 | 450 %: 0,08 4,58 %G,‘i‘;ﬁ - 445 § 008! 445 %&‘%4 487 £0,08, 481008
240 | é}ﬁ? f 0,11, 483 %G,‘% 1t _4348 fi; 0,10 4,51 %Bﬁﬁ 539+008, 458 jf 3,08

RL= Ringer-lactato, PLc= plasma controle, PLw= plasma Walker  LA= liquido ascitico, G=

glicose.

Medias na

mesma

linha

significativamente. * Teste “t'de Student (P> 0,05).

seguidas de letras diferentes diferem
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4.7. Consumo de glicose nas heméacias dos ratos portadores de tumor de Walker
256 e seus controles

O objetive deste estudo foi obter informagbes sobre o estado metabdlico das
hemécias de ratos poriadores de tumor de Walker 256 bem como saber se havia alguma
correlacdc destes resultados com cﬁs resultados das alteracbes da F.O. de ratos com
umor.

A figura 9 mostra aumento significativo (P<0,05) no consumo da glicose nas
hemacias dos animais portadores de tumor 10 dias em relagdo aos animais contrales
apés a inoculagdo multifocal e sc do tumor de Walker 256.

RATOS CONTROLE SOB RESTRIGAD ALIMENTAR
? RATOS PORTADORES DE TUMOR DE WALKER 258
%

1,5 -

1.0+

05—

G0

VARIAGAD DB GLICCSE ( umol glioose /ml. deeritrbaitol k)

Figura 8 — Consumo de glicose das hemacias dos animais portadores de tumor 10 dias apds a
inoculac&o sc multifocal (4 inoculagfes) do tumor de Walker 256. Animais portadores de tumor
de Walker 256 n=7 e animais controles sob restricdo alimentar n=7. * Teste Mann-Whitney
(P<0,05).
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4.8 Conteado de ATP das hemécias dos animais portadores de tumor de Walker
256

A figura 10 mostra a diferenca significativa (P<0,05) da variac8o do conteudo de
ATP (umol/g/Hb) das hemécias dos animais portadores de tumor de Walker 256 e de
seus respectives confroles  sob resiricdo alimentar 10 dias apos a inocuiacdo st e
multifocal (4 inoculacbes) do tumor de Walker 256,

RATOS CONTROLE SOB RESTRICAC ALIMENTAR
RATCS PORTADCRES DE TUMOR DE WALKER 256

&*
4.0 - T

DO CONTEUDO DE ATP ( micro-relighib)

=]
[

VARIAGAD
<3
Lo ]
faaailieral

&
[4:]

Figura 10- Variag&o no conteudo de ATP (umcl/g/Hb) das hemacias dos animais portadores de
tumor de Walker 256 quando comparade com os controies 10 dias apds a inoculagdo sc e
multifocal (4 inoculacGes) do tumor de Walker 2568.n=7 para os grupos controle e portador de
tumor de Walker 256. * Teste Mann-Whitney (P<0,05).
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4.9. Autdpsias

Nac foram encontrados sinais de hemorragia ou metdstases viscerais
macroscopicas. Somente foi observado entumecimentc em linfonodos regionais,

retroperitdneais e ao redor do timo. Em nenhum instante os tecidos vizinhos ao tumor

foram invadidos,
5. DISCUSSAQO

5.1. Desenvolvimento dos efeitcs sistémicos do tumor de Walker 256

Apbs a inoculagdo multifocal de células tumorais de Walker 256 os tumores
cresceram em todos os sitios inoculados e todos os animais desenvolveram, rapida e
sincronicamente, varios sintomas que iniciaram-se no 4° dia e progrediram até a gCP
como: aumento de peso corpdreo, ancrexia e anemia, 0s guais apareceram na auséncia
de hemorragia, presenga de metastases incipientes nos linfonodos comprovados pelas
autdpsias.

O modelo de inoculagbes multifocais sc favorece o estudo da fisiopatologia do
cancer, pois 08 sintomas da doenca desenvolvem-se em todos 0s animais e ao mesmo
tempo, antecipando os efeitos sistdmicos vistc que neste modelo as muitiplas
inoculacbes simulam as metastases na fase final da doenca. Com uma unica inoculacdo,
todos os animais experimentais com tumor também, em um determinadoe momento

apresentaram, sintomas induzidos pelo tumor, porém, em periodos muito varidveis no
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tempo (6 a 40 dias apds s inoculagdo). Esta variabilidade individual na evolugéo da
doenca dificulta estudos, nos quais os dados sfo coletados a partir de observactes
transversais e que, conseqientements, mascaram informacgdes importanies sobre
os efeitos sistémicos induzidos pelo tumor (GUAITANI et al, 1982 & 1983:
RETTORI, et al, 1995 ¢ GUIMARAES et al., 1899).

Os animais portadores de tumor de Walker 256 spresentaram um efeito
paradoxal, visto que, a medida que a doenca se agravava e, conseglientemente,
diminuia a ingest&c de alimento foi observade ganho significativo do peso corpdreo
{Figura 1). Este resultados corroboram com as observacies anteriores realizadas no
iLPB onde 0 aumenio de peso nos animais portadores de tumor seria precoce
(visualizado a partir do inicio da mCP ou seja do 4° dia apds a incculacio multifocal
das células tumorais) e estaria relacionado com mecanismos renais de controle de
sodio fazendo com que houvesse a retencdo de liquidos e, conseglientemente,

aumento de peso corporeo (RETTORI et al., 1995 e GUIMARAES et al., 1999).

§.2. Desenvolvimento da anemia

As figuras 2 e 3 mostraram diminuicéo precoce e rapida dos niveis de Hb nos
animais submetidos a inoculacdes sc e multifocais do tumor de Walker contribuindo
para o desenvolvimento da anemia aguda na auséncia de hemorragia, sendo que a
destruicdo das hemécias foi 5 vezes maiores que os niveis fisiclogicos (RETTOR! et.

al. 1999).
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A anemia em humanos portadores de tumores malignos tem sido classificada
como de doengas cronicas, cujo mecanismo, ainda, n&o estd claro (LEE, 1983 ;
SPIVAK, 1994 ¢ MOLITERNO & SPIVAK, 1996).

HYMAN & HARVEY (1855) ja haviam demonstrado a importéncia da anemia
no cancer e chamaram aten¢do para g presenca de um importante componente
hemolitico, ao mostrarem que, quando hemacias de individuos sauddvsis eram
transfundidas para pacientes no estagio final da doenga estas eram rapidamente
destruidas. Varios .autares sugeriram que este provavel componente hemolitico
plasmatico poderia ser produzido pelo tumor efou pelo hospedeiro (citogquinas, fator
de necrose tumoral, entre ouiros) que seria capaz de se ligar 8 membrana das
hemacias, causando mudancas nas diferentes propriedades destas células
{(deformabilidade efou metabolismo), fazendo com que as mesmas fossem
destruidas peio SRE e, portanto, acarretando a anemia (OH-UTI et al.,1968; ISHIKO
et al, 1987; COHEN, et al., 1988 e HONDA et al., 1995).Tais substancias foram
isoladas no sangue humano como proteinas, cujo peso molecular variava de 50.000
a 100.000 Kd, e estdc presentes tanto no citosol como no nicleo das células

neoplasicas (HONDA et al., 1995).

§.3. Alteractes da F.0 . de hemdcias induzidas pelo tumor de Walker 256

A permeabilidade seletiva caracteristica da membrana dos eritrocitos faz de
cada céiula um osmOmetro que muda seu volume com as mudangas na
concentragdo osmética do meic em que se encontra. Um eritrécito normal é
discoidal e preserva sua forma quando suspenso no plasma ou salina isotdnica.

Todavia, guando suspenso em agua ou em salina hipotbnica passa 3 forma esférica
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e & lisado. A lise ocorre guando excesso de dgua enira na célula e distende a
membrana celular a ponto de permitir a saida da hemoglobina (STELLA, 1998).
Portanto, © teste de fragilidade osmdtica reflete alteracfes do volume celular das
hemacias frente a diferentes concentragdes de cloreto de sédio e € indicado para o
estudo de anormalidades relacionadas com estas alteracBes (DACIE et al,, 1984).

MNeste trabaiho o desenvolvimento da anemia (Figuras 2 e 3 ) nos animais
portadores de tumor progrediu com © agravamento da doenga (sCP a gCP) e foi
paradoxalmente, acompanhado pela diminuicdo da F.O. das hemécias frescas
observado pelo deslocamento & esquerda da curva de hemdlise (Figuras 4A 2 4C e
§), indicando reducdo do volume dos eritrcitos circulantes, fato também
comprovado pelo hemograma que mostrou que o VCM (Figura 8) das hemécias dos
animais anémicos estava significativamente reduzido.

A maior resisténcia & hemdlise (reducdo da F.0.) de hemacias dos animais
portadores de tumores (Figuras 4 A a 4 C e 5) , provavelmente decorra da alteracdo
de aigum componente da membrana celular, o qual regula a permeabilidade a
cations e agua ou distensdo da célula (DUMONT et al., 1977). Todavia, devemos
também levar em consideragdo que, animais quando inoculados com células
tumorais desenvolvem hipercolesterolemia e este aumento na concentracdo do
colesterol nas membranas das hemacias pode ser responséave! pela reducio da
fragilidade osmética (COOPER & JANDL, 1969; BRENNEMAN et al.. 1975 ¢ RAY &
CHOWDHURY, 1989). Contudo nédo podemos afirmar que a redugdo na F.O.
observada nos animais portadores de tumor de Walker 256 possa ser decorrente da
hipercolesterolemia, visto que o colesterol ndo foi dosade na membrana destes

animais.
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g 4. Efeito do estresse metabdlico sobre as hemacias de ratos portadores de

tumor cde Walker 256

A fragilidade osmdtica das hemacias incubadas & também um reflexo da
relacdo entre seu volume e sua area de superficie mas os fatores que aiteram esta
relacdo s8o mais complicados e séo, principalmente, causados pelo swelfing das
células que esté associado ac acimulo de sodic que excede a perda de potassio.
Esta troca de cétions também € determinada pelas propriedades de membrana dos
eritréciios, que controlam o fiuxo passivo de fons e & competéncia metabdlica das
células a qual determina a atividade da bomba de cations contra o gradiente de
concentracdo (DACIE et. al , 1984).

Também nas hemacias incubadas de pacientes cancerosos foi, observado
aumento da fragilidade osmética. Este fendmeno foi atribuido ac aparecimento na
circulacdo de substancias indutoras de anemia gue aumentavam com a progressao
da doenca e ao se ligarem aos gidbulos vermelhos produziriam ¢ aumento deste
parametro F.O. , fazendo com que ocorresse a lise das hemacias (ISHIKO et al,,
1987 e TATSUTA et al., 1988). Posteriormente, esies achados foram confirmados
em experimentos com animais de laboratdrio através de inoculagdes multifocais de
células do tumeor de Walker 256 (RETTORI et al., 1998 e 1999).

Moléculas circulantes de origem tumoral efou do hospedeiro podem estar
envolvidas neste processo, atuando sobre o© metabolismo e/ou membrana

plasmatica das hemacias (RAY & CHOWDHURY, 1989).
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Neste trabalho as hemacias de animais anémicos poriadores de tumor
guando incubados em diferentes meios a 37°C/4 h e em relagBo a seus confroles,
apresentaram aumenio da fragilidade osmdtica. ksle efeito fol pequeno nas fases
sCP e mCP da doenca mas marcante na fase gCP, onde a diferenca foi significativa
em todos ©s meios empregados (Figura 7). Provavelmente este efeiio é um efeito de
desenvolvimento lento e acumulativo, visto que as hemacias tem uma incapacidade
infrinseca em corrigir as alteracdes de suas proteinas.

Com base na diferenga significativa da F.O. mostradas na figura 7 e na
tentativa de obsservar se o tumor estava produzindo alguma subsiancia capaz de
alterar este paramelro, ratos Wistar foram inoculados intraperitoneaimente com
células de Walker. As células turmnorais de Walker 256 quando inoculadas por via ip
duplicam-se entre 16 a 17 horas, quase todas s&o proliferantes atingindo = 2 bilhdes
de células entre 0 4° e 5° dia apds a inoculagdo (+ 3,0 g) (RETTORI & VIEIRA-
MATOS dados nio publicados).

Através desta via de inoculacdo poderiamos obter fatores de origem tumoral
em alta concentracdo, o que seria ideal para 0 sstudo das alteracbes da F.O. de
hemacias normais. Além disto, também tinhamos observado que o LA apresenta
baixa concentrac@o de glicose sendo, portanto, um excelente meio para o estudo do
efeito de alteracbes metabdlicas sobre a F.O. das hemacias.

Os dados apresentados na figura 8 e tabela 2 mostraram que, provavelmente
fatores presentes no LA possam provocar aumenic na permeabilidade efou
poderiam estar associados ao aumenic do consumo da glicose, sendo

primariamente produzido por fatores de origem tumoral que atuariam sobre a
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membrana plasmatica alterando a permeabilidade efou fransporie e
secundariaments ¢ metabolismo ou vice-versa. Alem disso, este meic poderia ser
smpregado como um bioteste bastante sensivel para ¢ isolamenio e identificagdo do
fator de origem turmnoral responsavel pelas alteracBes na fragilidade osmdtica.

{s resuliados apresentados neste trabatho reforcam a idéia de gue as céluias
tumorais produzem substancia (as) gue agiriam sobre a membrana plasmética das
hemacias acarrelando aumenio da resisténcia osmética ao estresse osmdtico.
Todavia, o comprometimento metabdlico ndo deve ser esquecido, visto que a adigdo
de glicose, manienedora do metabolismo das hemécias, aos meios de incubacao RL

e LA { Figura 8 e Tabela 2) impede & lise das hemacias.

5.5 Consumo de glicose e contelido de ATP das hemécias de animais

portadores de tumor de Walker 256

As alteracbes da F.C. podem ser decorrentes de efeitos diretos de fatores
circulantes sobre a membrana plasmatica dos erifrdcitos mas também podem ser
decorrentes de efeitos indiretos por alteracBes do metabolismo das hemacias.
Também & possivel que as alteragdes diretas sobre as membrana plasmatica gerem
secundariamente, alteracdes metabdlicas das hemacias. Portanto, se fez necessério
obter informacdes preliminares sobre ¢ contetdo de ATP e estado metabdlico das
heméacias dos ratos com tumor avaliado pelo consumo de glicose, melhor maneira
de detectar-se defeitos metabdiicos (DACIE et. al., 1984).

Neste trabalho foi verificado aumento significative (P<0,05) do consumo de

ghicose (Figura 8). Por outro lade outros autores ao estudarem o metabolismo
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energético nas RBC de pacientes com céncer na fase terminal, observaram gque o
influxo de glicose através da membrana destas células estava diminuido em 25%
guando comparado com pacientes sadias. Foi sugerindo que tal decréscimo seria
decorrente de substancias indutoras de anemia presentes no plasma destes
pacientes, as quais teriam a propredade de se ligar 2 membrana das céluias
vermelhas acarmretando a supress&o do influxo de giicose transmembrana com
diminuicdo da atividade da enzima fosfoquinase, bem como alteracbes fisicas nesta
células acarretlando sua destruicBo pelo sistema reticulo endotelial (ISHIKO et al,,
1987). Contudo nossos resultados mostraram efeitc antagbnico, sumenio do
consumo de glicose pelos animais portadores de tumor de Walker 258, sugerindo a
existéncia de fatores presentes na circulagic sangilinea, capazes de siterar o
metabolismo destas céiulas acarretando o aumento deste parametro.

Neste trabalho também foi observado que a variago no conteldo de ATP
das hemacias enfre os dias 0 e 10 {gCP) aumentava significativamente quando
comparado com o0s controles (Figura 10). Este dado foi semelhante ao observado
nas hemacias circulantes de camundongos portadores do tumor de Ehrlich em
diferentes periodos do crescimento tumoral, onde se sugere que este nucleotidio

seja requerido para a proliferacéo das células tumorais (SIEMS et al., 1993).

6. CONCLUSOES

1- O modelo de inoculagbes muitifocais sc simula, adequadamente, o estégio final
da disseminacdo metastatica do cancer e dissocia os componentes hemolitico e

do cronico da anemia do cancer,
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A ala comelacdo (r= 0,86) entre o desenvolvimento da anemia hemolitica e
outros efeitos sistémicos bem conhecidos induzidos pelo cancer, tais como 2
anorexia, ganho de peso, sugerem a possibilidade de bases moleculares comuns
para estas alteragbes homeostéticas graves & letais que acontecem no estagio
final do céncer.

A anemia hemolitica seria decorrente da liberacso de moléculas produzidas pelo
tumor ou hospedeiro o©s quais seriam capazes de alterar a funcdo da
membrana plasmética (transporte efou permeabilidade) direta ou indiretamenis
através de alteragfes no metabolismo nas hemécias.

O aumento da resisténcia das hemacias ao estresse osmético é um efeito de
desenvolvimento répido e, provavelmente, deva estar associado 2 acado imediata
das moléculas que desencadeiam o processo. Porém a diminuicao da resisténcia
das hemacias observada durante o esfresse metabdlico & um efeitc de
desenvolvimento lento, provaveimente acumulativo, devido a incapacidade
intrinseca das hemécias em corrigir as alteragbes de suas proteinas.

A inducao simulténea de aumentos do consumo de glicose e do conteddo de
ATP nas hemdcias dos ratos portadores de tumor de Walker 256 sugere gue o

aumento do metabolismo possa ser a alteracdo primaria destas células.
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7 - SUMIMARY

Cancer anernia is an anemia of chronic diseases, although it is sometimes the
first symplorm of cancer. Cancer anemia includes a hemolytic component,
important in the terminal stage when even fransfused cells are rapidly destroyed.
The presence of a chronic component and the terminal complications of the iliness
limit studies of the hemolytic component. A multifocal model of tumor growth was
here to simuiate the terminal metastatic dissemination stage (several simultaneous
inoculations of Walker 256 cells). The hemolytic component of anemia began 3-4
days after inoculations in 100 % of the rats and progressed rapidly thereafter: Hb
levels dropped 14.8 + 0.2 to 8.7 + 0.6 g/dl from days 7 to 11 {~ 5 times the
physiological rate in rats), in the absence of bieeding. The development of anemia
was correlated (r°=0.86) with the development of other systemic effects such as
anorexia. there was a significant decrease in the osmotic fragility to circulating
erythrocytes: the NaCl concentration causing 50% lysis was reduced from - 0.42 +
0.06 g/, (P<0.01), on day 7, indicating a reduction in erythrocyte volume.
However, with mild metabolic stress (4 h- incubation at 37°C), the erythrocytes
showed a greater increase in osmotic fragility than the controls, suggesting
marked alteration of erythrocyte homeostasis. It was also observed a significative
increase in osmotic fragility of normal donors red blood cells when incubated with
ascitic liquid (low glucose concentration, and probably, a high concentration of
molecules produced by tumor). These effects may be due fo primary plasma

membrane alterations (transports andlor permeability) and/or be secondary to
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metabolic changes. This multifocal maodel is adequate for studying the hemolytic
component of cancer anemia since it is rapid, highly reproducible causes minimal
animal suffering. Another observed significative resulis were the increase of

glucose consumption and red blood cells ATP content in tumor bears animals.
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Cancer anemia is classified as an anernia of chronic diseases, aithough
itis sometimes the first symptom of cancer, Cancer anemia includes a
hemolytic component, important in the terminal stage when even
transfused cells are rapidly destroyed. The presence of a chronic
component and the terminal complications of the ifllness Kmit studies
of the hemolytic component. A mulifocal model of tumor growth was
used here to simulate the terminal metastatic dissemination stage
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{several simultaneous inoculations of Walker 256 cells). The hemolyt.

ic component of anemia began 3-4 days after inoculation in 100% of
the rats and progressed rapidly thereafter: Hb levels dropped from (4.9
= 0.02 10 8.7 = 0.06 from days 7 to 11 {~5 times the physiologically
normal rate in rats} in the absence of bleeding. The development of
anemia was comelated (r2 = 0.86) with the development of other
systemic effects such as anorexia. There was 2 significant decrease in
the osmotic fragility of circulating erythrocytes: the NaCl concentra-
tion: causing 50% lysis was reduced from 4.52 = 0.06 t0 4.10 + 0.01
(P<0.01) on day 7, indicating a reduction in erythrocyte volume,
However, with mild metabolic stress (4-h incubation at 37°C), the
erythrocytes showed a greater increase in osmotic fragility than the
controls, suggesting marked alteration of erythrocyte homeostasis.
These effects may be due to primary plasma membrane alterations
(transport and/or permeability) and/or may be secondary to metzbolic
changes. This multifocal model is adequate for studying the hemolytic
component of cancer anemnia since it is rapid, highly reproducible and
causes minimal animal suffering.

Introduction tation of cancer (1-3). Cancer anemia in-

cludes a hemolytic component which mark-
edly increases in the final stage of the illness,
when even transfused red blood cells (RRO)
are rapidly destroyed {4,3),

The mechanisms underlying the hemolytic

Cancer anemja is usually classified as an
anemia of chronic diseases {ACD), but is
sometimes the first symptom to appear and
therefore not necessarily 2 chronic manifes-

Braz } Med Biol Res 33(7) 2000
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component are not well understood, and their
study is difficolt because of the simula-
neous presence of a chronic component, and
because of ethical difficulties, treatments
and other complications, particularly in the
tetminal stages.

In experimental studies such as those
previously performed with the Walker 256
tumor inoculated at 2 single subeutaneous
{s¢) site, the development of anemia showed
the general characteristics of ACD (5,6).
However, if instead of the usual unifocal
tumor growth model, the studies are initiated
using multifocal simultaneous tumor inocu-
lations (simulating the metastatic dissemina-
tion of the final stage), the systemic effects
of cancer, including anemia, appear rapidly
and synchronously in all animals (7,8). The
development of anemia under these condi-
tions is similar to that found in rerminal
cancer patients, in which the rate of RBC
destruction is very high {4,%). This multifo-
cal model using the Walker 256 tumor there-
fore seems to be particularly suited for the
study of the hemolytic component of cancer
anemia.

In the present study, we examined the
time-course of the changes occurring in he-
moglobin levels (Hb) and RBC osmotic fra-
gility (OF) and correlated them with other
systemic effects of cancer such as anorexia.
The OF was studied in fresh whole blood
sampies and in the same RBC after meta-
bolic stress (in vitro incubation at 37°C).

Material and Methods

Temor and animals

The Walker 256 “A” tumor line was
kindly provided by Dr. Maria C. Cintra
Gomes, Department of Physiology, IB/
UNICAMP. The line originally came from
the National Cancer Institute Bank, Cam-
bridge, MA, USA. The wmor is currently
kept in the Jaboratory under liquid N, and is
maintained through intraperitoneal or sc pas-
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sages in rats.

Thirty-five S-week-0ld male Wistar rats
were used, The animals were housed at con-
trolled temperature (21°C), on a 12-h light-
datk cycle and fed a commercial rar die
{Labina/Purina, Campinas, SP, Brazil). The
rats were randomly divided into experimen-
tal {rumor) and pair-fed control groups of 20
and 15 animals, respectively. The mumor bear-
ers were allowed free access to food, while
the pair-fed controls were allowed to eat
only the amount ingested the day before by
the turnor bearers. Both had free access 1o
water. Tumor-bearing rats received four dor-
sal sc inoculations of 5 x 10° wumor cells
each in 0.25 mi of Ringer-lactate spaced at
least 1 cm apart. Healthy tumor cells with
98% viability (assessed by Trypan blue) were
obtained from the ascitic fluid of a donor rat.
Control rats received four identical inocula-
tions of vehicle only.

The general UKCCR guidelines for ani-
mal welfare were followed {10). One of the
authors was responsible for the daily clinical
evaluation of the animals. Somatic and vis-
ceral pain was explored by palpation and
gentle compression of the limbs and axillary,
inguinal, tomoral, peritoneal and thoracic
regions. No animal needed to be sacrificed
before the end of the experiment.

Experimental design

Before tumor inoculation, the rats were
anesthetized with ether and a 0.7-ml blood
sample was collected from the suborbital
plexus into 0.05 mi heparin (5000 IU/ml).
The tumor bearers were sacrificed on days 4,
7and 11 (5, 5 and 10 rats, respectively) after
tumor inoculation, and the pair-fed controls
on days 5, 8 and 12 (5, 5 and 5 rats, respec-
tively). At sacrifice, the thorax was opened
under deep ether anesthesia and a large (~6
ml) blood sample was collected into 0.3 ml
of heparin, via direct heart puncture with an
18 G needle. All blood samples were used
for hemograms and OF determinations.

~
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Hemogram

Hemograms were performed using a Cell-
dyn 1600 apparatus and the results were
corrected for the relative volume of heparin
present in each blood sample.

Osmetic fragility and RBC incubation tests

Red blood cell OF was determined as de-
scribed by Dacle et al. (11). Packed RBC
obtained from tumor bearers and controls (0.2
mi, followed by a 5-min centrifugation at 378
&) at sacrifice were incubated for 4 h a 37°C
after resuspension in different media: ) RL
{1.0mlof Ringer-lactate}, b} RL+ G {1.0mlof
Ringer-lactate + 2 mg of glucose), ¢} PLa (1.0
ml of autologous plasma) and d) PLa+ G (1.0
ml of autologous plasma + 1 mg of glucose).
After incubation, the OF was again deter-
mined. To facilitate data analysis the median
corpuscular fragility (MCF) was often used.
MCF has been defined as the NaCl concentra-
tion {g/1) causing 50% of RBC lysis (11).

Autopsy

Autopsies were performed on all tumor-
bearing rats. The tumors were dissected and
weighed, and special attention was paid 1o
the eventual presence of metastases, the in-
vasion of important tissues and bleeding.

Statistical analysis

The results are reported as rneans + SEM.
The statistical significance of the changes in
fresh blood was determnined by the Student
paired 7-test. The significance of the metabolic
stress studies was tested by ANOVA and by
the paired Student r-test {12).
Results

Tumor development

Tumors grew at all inoculated sites {4/

rat) and were palpable within 3 days, Their
mean weights were 28202 gand 103056
gondays 7 and 11, respectively.

Development of anemia

Figure 1 shows the time-course of the
changes in Hb and food intake during the
experiment. The Hb levels decreased rapidly
(P<0.001) in tumor bearers, dropping from
14.9 + 0.2 10 8.7 = 0.6 g/dl in the last 4 days
(1.55 g dI day, about 5 times the normal
rate of RBC destruction in rats). The de-
crease in Hb levels was correlated with the
decrease in food intake: on days 4, 7 and 11
Hblevels decreased 2.3+ 2.1, 16.7+ 1.1 and
48.3 & 3.3%, while the respective average
food intake decreased 27, 34 and 72% (2 =
0.86, P<0.001).

Osmotic fragility changes in fresh RBC

Figure 2 shows the OF curves of fresh

RBC from tumor bearers and pair-fed con-

trols, 4, 7 and 11 days after tumor inocula-
tion. A significant shift to the left was ob-
served in all tumor bearers (Figure 2A, B and
C) which, expressed in MCF, corresponded
10 -0.25 £ 0.04, -0.42 2 0.06 and -0.36 + 0.07
/1, respectively (P<0.01 in all instances). In
the control rats there was a slight shift to the
left on day 4 but no changes ondays 7and 11
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Figure 1 - Changes in the hemo-
globin levels and daily food in-
teke of rets with multifocal in-
oculations of the Walker 258 tu-
mor end of their pairfed con-
trols, The peirfed control daw
were shifted backwards one day
in order to cancel the method-
clogical delay in the protocol
{see Material and Methods).
*Tumor-bearing and pair-fag
contrel animals.
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{Figure 2D, E and F). (range 49-52), respectively (r%= 0.21, not

Consistent with the changes in OF the  significant). :
hemogram showed a decrease in median Another change observed on day 11 was

RBC corpuscular volumne, expressed as fl,  the decrease in the slope of the RBC OF
withvalues of 53.2 (range 53-34),51.6(range  curves (Figure 2C). The maximal derivative
51-52) and 50.0 (range 49-52) for wmor  valve, which corresponds to the maximal
bearers on days 4, 7 and 11 after mumor  percent variation in RBC lysis, induced by a
inoculadon, respectively (r?=0.77,P<0.001).  change of 0.3 g/ in NaCl concentration
In the control group, the values were 516 dropped from 51.7 = 1.8% on day zere 10
(range 51-53), 51.8 (range 50-33) and 502 43.7 = 2.1% per 0.5 g/l on day 11 (-8.0 =

Bigure 2 - Osmotic fragility
curves for fresh RBC from rats
multifocally inocutated with
Walker 256 twmor fefty and for
the pair-fed controls rightl sacri
ficed on days 4 (A and DL, 7 (B
and B and 11 {C end F) sfter
inoculetion. Filled symbolst %
nemolysis. Open symbois: de-
rivative velues (difference be-
tween Two consecutive poInts
on the hemolysis curve). Broken
fnes and circles: mean vakues
on day zero. Solid fines and in-
veried triangles: mean values on
she day of sacrifice. n.s.. Nonsigr
nificant.
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Hemolytic component of cancer apemia

2.1% per 0.5 g/l, P<0.01). Under the same
conditions the changes in the control group
were not significant, 1., 52022410480 =
1.0% per 0.5 g1 (-4.0 = 2.2% per 0.5 g/l).

Osmotic fragility after in viro incubation

The sensitivity of RBC from tumor-bear-
ing rats and their pair-fed controls to the
metabolic stress induced by incubation at
37°C for 4 h was tested using Ringer-lactate
buffer as incubation medium and autologous
plasma with or without glucose addition.
This treatment caused onty a small increase
in the MCF of RBC from the pair-fed con-
trols, whersas RBC from tumor bearers were
more sensitive to the stress, particularly 11
days after tumor ingculation when the in-
crease in MCF was marked and the differ-
ence, compared with the controls, was sig-
nificant for all incubation media tested (Fig-
ure 3).

Autopsy

There were no signs of bleeding or mac-
roscopic visceral metastases. Only some en-
iarged regional lymph nodes were observed,
particularly in the retroperitoneum and
around the thymus, but in no instance were
neighboring tissues invaded.

Discussion

All rats rapidly and synchronously devel-
oped anemia and anorexia, the systemic ef-
fects characteristic of the final stage of can-
cer, after multifocal turnor inoculation. The
effects began 3-4 days after inoculation and
progressed rapidly thereafter, and would have
resulted in death 8-9 days later (7,8) if the
rats had not been sacrificed at fixed times
according to the experimental protocol. The
effects developed in the absence of comphi-
cations such as bleeding, invasions or visible
metasiases, as confirmed at autopsy. The
sarly onset, rapid course and magnitude of

the decrease in Hb levels in the tumor bear-
ers indicated an acute form of anemia which,
in the absence of bleeding, could only be
explained by the rapid destruction of RBC.
Based on the rate of decrease in Hb levels,
the RBC destruction in the final four days
was about five times the normal physiologi-
cal rate for this phenomenon.

The rapid progress of the anemia seen
with multifocal mmor inoculation is quite
different from the progress observed after
unifocal inoculation. Figure 4 shows unpub-
lished data (Vieira-Matos AN and Rettori O)
from our laboratory similar to those reported
by others usiag the unmifocal Walker 256
model {5,13). The average results obtained
under these conditions suggest that this can-
cer causes moderate chronic apemia and
mild temporary anorexia. These conclusions
can be partially explained by the fact that in
this model the periodic ransverse averaging

] Pair-fed
B8 Tumor-bearing

2.0 pay 4
1.54.
1.0+
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Figure 3 - Effect of & 4-h incuba-
tion 21 37°C on the osmotic fra-

+ gility of RBC from tumor-bearing

and pair-fed control rats in differ-
ent incubation media: RL:
Ringer-actate; BL + G: Ringer
lactate + glucose (2 mo/mi); Ple:
autologous plasma; PLa + G: au-
tologous plasma + glucose {1
mg/mi). MCF: Median corpuscu-
izr fragiiity = NaCl concentration
{of) causing 50% of RBC lysis,
*P<0.05 [paired Student #tesi),
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Figure 4 - Changes in hemoglo-
hin levels and daily food intske
of rats bearing unifocal inccula-
tions of the Walker 256 wmor
Vieira-Matos AN and Rettori O,
unpublished results similar to
those reported by others, see
fexth. (n): Number of individuals
in the group or remaining in it.
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of data mixes values from groups of animals
at very different stages of the illnsss with
data from animals with still undstectable
homeostatic alterations, In addition, the ex-
clusion of animals that died at the end of the
experiment, together with the survival of
some resistant animals generates an artifact
that snggests an apparent improvement in
the iliness condition. Guaitani et 2L (I3)
recognized these influences while studying
the anorexia induced by the Walker 256
tumor and suggested a different weatment of
the data, in which the independent variable
was changed. Instead of tme, this author
proposed the use of “the percentage of the
survived time”. Using this approach, at the
dme of death (100% of survived time) for
exarople, all animals in the group were to-
tally anorectic. A further improvement in the
handling of this problem was described by
Rettori et al. (7). The multifocal tumor mo-
del avoids all of these problems by synchro-
nizing the onset and progress of the systemic
effects of the final stage of cancer among the
individuals of the experimental group (7.8).
Under the latter conditions, the hemolytic
component of cancer anemia is of particular
importance as described for humans by
Hyman and Harvey in the early 50s (4).
These authors demonstrated what is gener-
ally recognized in oncology, namely, that in
terminal cancer patients even the half-life of
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transfused RBC is markedly réduced, so that
frequent transfusions are of lale help in
maintaining reasonable Hb levels.

The increased importance of the hemo-
ivtic component of the anemia of terminal
cancer patients is probably associated with
metastatic dissemination. In this regard, the
multifocal inoculation mode! simulates the
terminal stage of cancer, with the advantage
of dissociating the hemolytic component of
anemia from the chronic complications that
mnask it.

Changes in red blood cell osmotic fragility
induced by the Walker 236 tumor

The OF of fresh RBC reflects their ability
10 take up water without lysis and is deter-
mined by thelr volume-surface area ratio
(1.

In the present study, the development of
acute anemia was accompanied by a de-
crease in the OF of RBC (a shift to the left in
the OF curves), indicating a reduction ip the
volume of circuiating erythrocytes. Indeed,
the blood count showed that the mean cor-
puscular volume of RBC from mumor-bear-
ing rats was significantly reduced compared
with control RBC. On the other hand, the
higher increases in MCF after a 4-h incuba-
tion at 37°C when compared with pair-fed
controls indicated that the RBC of tumeor
bearers had an increased propensity to swell
during incubation, thus decreasing the resis-
tance to metabolic stress. This effect was
curnulative since it-became marked only on
day 11 and was absent or slight on days 4 and
7. The complexity of the factors associated
with the changes in OF induced by this tu-
mor was further suggested by the reduction
in the slope of the OF curve on day 11.

Mechanisms involved in RBC alterations
The above results shed liule light on the

molecular basis of the observed phenome-
non. Hereditary alteration in RBC glycolytic
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enzymes, such as pyruvate kinase deficiency,
is an example of how a primary alteration in
RBC metabolism is able w induce ansemia
associated with 2 decrease in the volume
{decreased OF) and resistance to metabolic
stress (marked OF increase after incubation)
of fresh RBC. On the other hand, hereditary
and acquired membrane defecis are also
known to decrease the BBC volume-surface
arez 1atio, and hence decrease the OF (11).
In contrast, the induction of cell volume
changes leads to important cellular meta-
bolic alteratons {14} such that circulating
molecules of tumor and/or host origin, cyio-
kines or other effector molecules (15) acting
on RBC metabolistn and/or its plasma mem-
branes may be involved in inducing the ob-
served phenomenon. This hypothesis is sup-
poried by cbservations that the tumor-in-
duced OF effects seen in the present study
may be reproduced under special conditions
by incubating normal RBC with plasma from
tumor anemic animals (Vieira-Matos AN
and Rettori O, unpublished results). A re-
duction in RBC OF in anemic tumor-bearing
mice has been reported, and may be caused
by structural alterations in the RBC (16). We
have also observed a marked decrease in
RBC OF associated with anemiia in rats bear-
ing DMBA-induced mammary cancer
{Cavalcanti TC and Rettori O, unpublished
rasulis).

Relevance of the present observations

The high correlation (* = 0.86) between
the development of anernia and other weli-
known systemic effects such as anorexia
induced by cancer suggests the possibility of
a common molecular basis for the sericus
homeostatic alterations occurring in the fi-
nal stage of cancer. Recent studies have
proposed an imbalance between catabolic
and anabolic hormones and cyiokines of
mmor and/or host origin as the molecular
basis for cancer cachexia {15). A main role
has been suggested for the following cyto-

kines: TL~qx, JL-B, 116, TL.-8, TNF-¢, INF-o¢
and ¥, but conclusive data are often lacking
{17,18), and because the circulating levsls
usually 4o not correlate well with cachexia,
an alternative model of abnormal general-
ized high local production of cytokines
through positve feedback systems has been
proposed (17).

The possibility should be explored that
the study of the alterations in the RBC plasma
membrane and/or metabolism could help to
identify these molecules and to explain the
mechanism of cancer anemia, cachexia and
the so-called muliple organ failure syndrome,
frequently referred to as the cause of death in
cancer patients.

The multifocal tumor inoculation model

The explanation as to why several small
tumors (little more than 100 mg each on days
3-4) were more effective in inducing the
systemic effects of cancer than a single large
turnor (sometimes 40 g or more) is probably

related to the “cell kinetics™ of tumor growth.

Studies in this field suggest that the sum of
proliferative tumor cells (PTC) in several
small tumors is larger and increases faster
than that of a single, big mamor, in which
most cells are non-proliferative (NPTC).
Recent work has demonstrated that in w-
mors of up to 100 mg (days 3-4 in our model)
about 90% of the mass would be PTC and
would grow fast (exponentially), but they
would rapidly reach an almost steady state of
about 1-2 g (19). One explanation for this,
consistent with the current concepts of tu-
mor cell proliferation (203, would be that,
due to the rapidly increasing irrigation defi-
cit, about half of the new cells formed after
each replication would stay in G; or go to Gy,
with many of the latter progressing 10 apop-
tosis or necrosis. Thus tumors Jarger than 1-
2 g would grow mainly at the expense of
NPTC, ie., cells that are not effective in
inducing the systemic effects of cancer. In
the final stage, when metastatic dissemnina-
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tion occurs, the multiple small foci of neo-  model also involves minima¥ animal suffer-
plastic growth, each bearing high relative ing '
populations of PTC, would produce a high
enough “total” rate of PTC growth toinduce  Acknowledgments
the sericus homeostatic alterations that cul-
minate in host death. We wish 10 thank Dr. 8. Hyslop for his,
* in addition to the already mentioned ad-  carefu] reading of the paper and correction®
vantages of the multifocal model (synchro-  of the language. We also thank A. Garcia for
nism among individuals, rapidity, reproduc-  the animal care,
ibility and absence of complications), this
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provocar mudangas no sentido de repensar, em nivel
preventivo, © trabalho nesta srea.
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Arteterapia educativa
no Hospital Santa Rita

Autor: Prof Dr{da). Grmezzano G.

Instituicdes: Programa de Pés-Graduacio em Educagdo
- Faculdade de Educaclo - PUCRS/ Hospital Santa Rita
- 15CMPA.

A aneterapia edvcativa se fundamenta na idéla
de que a produgo de imagens viso-espaciais € uma parte
importante do funcionamento mental, e que as pessoas
podem projetar seu mundo interior, conscients ¢
inconscientemente, em formas visuais externas. O
processo da arteterapia educativa estd baseado na
propriedade terap€utica do fazer artistico e da relagio
intersubjetiva, envelvendo vérias dimensbes: a
expressiva, a criadora, a simbdlica, a cognitiva, aafetiva
e a interpretativa. O corpus tedrico deste trabalho estd
composto com base nos estudos realizados em arteterapia
por Paim ¢ Jarreau (1996) e, mais especificamente, em
arteterapia e psico-oncologia por Luzzato e Gabriel
(1998); procura uma compreensao mais aprofundada do
humano & luz da psicologia analitica de Jung (19735,
1995) e da socioantropologia do imagindrio de Durand
(1995, 1997); o tema desta investigagao sobre qualidade
de vida est fundamentade em Batel-Copel et al. (1997},
Grassi (1997) e Simonton (1995).

Os objetivos desta pesquisa qualitaiiva e
interpretativa foram: desvelar a implicagio da arteterapia
educativa em diversos espagos do Hospital Santa Rita;
evidenciar as transformagfes vivenciadas pelos
participantes durante os encontros; ¢, oferecer subsidios
para melhorar a qualidade de vida dos pacientes
oncolégicos. A arte, limitada aqui, & expressao pldstica,
reorganiza as imagens existentes em nossa histéria
pessoal ¢ na histdria da humanidade, trazendo & tona,
sentimentos ¢ emocdes, eXpressos por meio do desenho,
da colagem ¢ da modelagem em argila. Os encontros
foram realizados em forma de treinamento com dois
grupos de voluntdrias do hospital, a arteterapia educativa
foi usada como suporte na promogao ¢ integragio desta
equipe e, também, como preparo para intervengdes
répidas com pacientes em sala de espera & no leito
hospitalar.

tIma oficina de cinco encontros fez parte do
trazamento multidisciplinar do grupo de pacientes com
chncer de mama, coordenado pela assistenle social do
hospital , esias sessBes foram eficazes, ampliando nas
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participantes ¢ seu autoconhecimento, possibilitando uma
malor integracio subjetiva e social, passando aagir com
mais criatividade ¢ autorrealizagio, melhorando sua
qualidade de vida apds 2 mastectomia. IntervengBes
répidas, 2 pacientes ¢ acompanhantes, em sala de espera
da radicierapia e no pitio do hospital, evidenciaram que
o5 materiais artisticos utilizados contribuem na
exploracio das imagens do mundo interior, traduzindo
as emoces e fantasmas ameacadorss da interioridade,
diminuindo o siress e a ansiedade, aumeniando a
esperanca, o entendimento ¢ a colaboracic no ratamenio
médico.

Sem ddvida alguma, este trabalho apresenta
limitacBes espago-temporais, dependendo de local e do
moments dos encontros, assim como, do empenho de
cada participante.

Angtrrapin einrmtioea we Honpital Sotn Rie - Prof Didal damezonmn O - Pesgal. Méd. (Parie Alepre {2088,
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The hemolytic component of cancer
anemia - Osmotic and metabolic
stress efects on erythrocytes of rats
bearing multifocal inoculations of

the walker 256 tumor

Autores: Vido'AA, Cavalcanii® TC, Guimares® Vieira-
Matos? ANT, Rettori* O.

Institvicdo: 'Departamento de Bioguimica, Instituto de
Biologia (IB/UNICAMP). .

2L.aboratdrio de Pesquisas Bioguimicas, Centro
de Atencio Integral & Saiide da Mulher (CAISM/
UNICAMP)

Introduction: Cancer anemia is classified as an anemia
of chronic diseases, althcugh it is sometimes the first
symptom of cancer. Cancer anemia includes a hemolytic
component, important in the terminal stage when even
transfused cells are rapidly destroyed. The presence of a
chronic component and the terminal complications of
the illness impair studies of the hemolytic component.

Material and Methoeds: In the present work, a multifocal
model of tumor growth was used to simulate the terminat
metastatic dissemination stage {several simultaneous
inoculations of Walker 256 cells).

Results: In this mode! the hemolytic component of
anemia began 3-4 days after inoculation in 100% of the
rats and progressed rapidly thereafter: Hb levels dropped
1.55 g/dL from days 7-11 {~ 5 times the physiological
rate In rats}, in the absence of bieeding. The development
of anemia was highly correlated (#* = 0.86) with
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development of other systemic effects such as anorexia.  decisivamente na transformagio da realidade ¢ no
Seguential measurernents showed asignificantdecrease  desenvolvimento plenc da cidadania, qualificando-se,
in the osmotic fragility (OF) of circulating erythrocytes:  desta forma, como Hospital de Atengdo Multipla”
the NaCl concentration causing 50% lysis dropped .42 viabilizaram a necessidade de criagiio deste grupo de
to 0.06 g/l (P<(.01) on day 7, indicating areduclion in  estudos.

erythrocyte volume. However, with mild metabolic stress

{4 h incubadon at 37°C), the eryihrocytes showed a2  Objetivo: O relato de experi®ncia desse grupe de estudos
greater increase in OF than the controls, suggesting  tem por objetivos divulgar e sensibilizar outros
marked alteration of the erythrocyte homeostasis. profissionais que atuam no cuidado especializado em

TMO.

Conclusions: These effects may result from primary

plasma membrane alterations {iransporis and/or  Metodologia: Este relatc de experiéncia compreende o
permeabilities) and/or may be secondary to metabolic  perfodo de agosio de 1997 aif os dias atuals, O nificlen
changes. The multifocal model provides an adequate  de estudos surgiu como uma meta do Planejamenio
approach for studying the hemolytic component of cancer  Estratégico do CTMO para 0 ano de 1997, A partir desta
anemia since it is rapid, highly reproducible and causes  data expandiu-se para os demais servigos e equipe de

minimal animal suffering. enfermagem de diferentes unidades de internagio do

Acknowledgments: A A. Vido was the recipient  HCPA. $Zo realizados encontros quinzenais com
of 2 fellowship from CAPES. discussdo de casos, promogio de palestras, participagio
Paper print was supported by FAPESP. e cursos e eventos, intercAmbio com outras instituicBes

e aquisicdo de material diddtico. Para sistematizar o
oo - of vareer prenga - (saitic and werabolic s feets et grviiomnyies of f 3 h
e s e wofer 25 ot - Vit Cosront TC. uvmits v vowg JURCIONAMento do niicleo de estudos, elaborou-se um

AT, Beruari €1 - Fexpui. Medl (Purn Alegrel20n, 1314457 regimento inlerno com o intuito de atualizar
conhecimentos para adequarmos ¢ dar subsidios para

NEATMO- Niicleo de estudos e assisténcia em TMO.
assisténcia em transplante de Resultadoes: Foi realizado um curso de Awalizagio na

medula gssea - relato de experiéncia Assisiéneia em TMO com nove enconiros; dez palestras
envolvendo equipe muitidisciplinar, participagio-na
organizagio do 1" Encontro Gatcho de Enfermagem em

Autores: Cruz AL, Stein GM Carvalho GP,Novo HM,  pcyiaiologia: organizagiio do 19 encontro de
Schaeider I, Cardoso L. Siiveira MEN, Bueno MLL,  Hematologia Fani Job ¢ participagio em cventos
Pilau 8. nacionais.

InstituigBo: Hospital de Clinicas de Porto Alegre Consideracbes: A partir da formacio do Nicleo de

i Estudes torna-se possivel a construgio e socializagio

Intredugdo: O NEATMO € um grupo de estudos € gg conhecimento somado ao aperfeigoamento no cuidado
assistBacia em transplante de medula dssea, fundado em especializado em Transplante de Medula Ossea.
19 de 2gosto de 1997 no CTMO (Centro de Transplante
de Meduia Ossea) do Hospiiai de Clinicas de Porio et - Nicles dr extocdos £ sssisténci v transpivne dle medubs dsses - Reloo e cxperitneis - Cras Al

. oox Stein G Carvatin GF, Nove HAS, Schaeider L Conbon L Sihgirn MEN, Buenn MLUL Piloni 3+ Pesgoi,
Alegre, pela equipe de enfermagem. VArios aSPECOS  war e Aleprestion ariresse
contribufram para a criagio do NEATMO, entre eles
verifica-se que a assisténcia ao paciente em CTMO € . . .
uma atividade especializada, relativamente nova em Anestesia em radioterapia
nosso meio e ainda pouco contemplada nos curriculos pedi atrica
de graduacio. Por outro lado, observa-se uma crescente
elevaco no numerc de transplantes de medula éssea em
nosso meio e a expansio de atividades em Unidades de
Internacic ¢ Ambulatério do HCPA no cuidado ao
paciente em TMO.

Estas condi¢Bes aliadas ao contexto institucional
gue iem como missao “formar recursos humanos, gerar
conhecimenios, prestar assisiéncia e referfncia através
da maximizaciic do aproveilamento da infra-estrutura
instaladn, iranspor scus objelivos préprios, atuando
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Introducgfo: Criangas com menos de 5-6 anos, nio
conseguem imobilidade e afastamenio dos pais, peios
dois a trs minutos, necessdrios ao procedimenio de
radioterapia, dentro de uma sala fechada. Por isso €
utilizada anesiesia, sxigindo do profissional médico
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