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Resumo

Fedele TA. Analise metabolémica de animais portadores de melanoma
murino B16F10 por espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN) [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2012, 126 p.

O metaboloma é definido como a colec¢do qualitativa e quantitativa de todos
os metabolitos de baixa massa molecular presentes nas células, os quais
participam de reagbes bioquimicas necessarias para a manutencgao,
crescimento e fisiologia celular. A avaliacdo metaboldmica permite o
delineamento do processo bioquimico de sistemas a fim de ampliar o
entendimento de como as patologias se manifestam. A Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é usada para investigar uma
variedade de processos biolégicos em diversos sistemas. A magnética
aplicada a células e bidpsias de tecido intacto de melanoma murino B16F10
contribuiu para a caracterizacao bioquimica de biomarcadores das diferentes
fases de progressdo tumoral do melanoma murino B16F10. Os resultados
obtidos neste estudo permitiram a identificacdo de 33 metabdlitos possiveis,
envolvidos na carga lipidica e no metabolismo secundario da via glicolitica,
que favorecem o crescimento e a progressdo tumoral. A presenca da
taurina, prolina, serina, fenilalanina, que aumentaram quantitativamente, sédo
possiveis marcadores da invasao, progressdao e metastatizacdo. A analise
quantitativa desses metabdlitos mostrou diferenca significativa em 11
compostos, dos quais 9 estdo diretamente envolvidos na expressdo das
respostas proliferativas, de morte celular e angiogénese, nos diferentes
periodos de crescimento do melanoma B16F10, avaliados neste estudo.
Desta forma, os achados obtidos neste estudo, quando associados no futuro
a outros fatores, poderdo ser uteis no diagnéstico e auxiliar na escolha
terapéutica alvo com maior especificidade e menores efeitos colaterais. RMN
pode ter um importante impacto na monitorizacdo de metabdlitos em células
e tecidos tumorais, possibilitando a deteccdo mais precoce de tumores
malignos, em suma, através da combinacdo de métodos de ressonancia
magnética.

Descritores: Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);
Metabolémica; Proliferacdo de Células; Apoptose; Melanoma; Murinos



Summary

Fedele TA. Metabolomic analyzes of animals with murine melanoma B16F10
spectroscopy Nuclear Magnetic Resonance (NMR) [dissertation]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2012, p126.

The metabolome is defined as the qualitative and quantitative collection of all
low weight molecular metabolites in cells that participate in biochemical
reactions necessary for the maintenance, growth and physiology of cell. The
metabolomic evaluation allows the design of systems of biochemical process
in order to broaden the understanding of how diseases manifest. The Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) is used for investigating a variety
of biological processes in several systems. The magnetics applied to cell and
tissue biopsies intact murine melanoma B16F10 contributed to the
biochemical characterization of biomarkers of different stages of tumor
progression of murine melanoma B16F10. The results obtained in this study
allowed the identification of 33 potential metabolites involved in lipid content
in the secondary metabolism of the glycolytic pathway, which promote growth
and tumor progression. The presence of taurine, proline, serine,
phenylalanine, which quantitatively increased, is possibly markers of invasion
and metastasis progression. Quantitative analysis of these metabolites
showed a significant difference in 11 compounds, of which 9 are directly
involved in the expression of proliferative responses, cell death and
angiogenesis in different periods of growth of B16F10 melanoma, evaluated
in this study. Thus, the findings from this study, when associated in the future
with other factors, may be useful in the diagnosis and may assist in choosing
therapeutic target with greater specificity and fewer side effects. NMR may
have a significant impact on monitoring metabolites in tumor cells and
tissues, allowing for earlier detection of malignant tumors; in short, by
combining MRI methods.

Descriptors:  Nuclear Magnetic Resonance  Spectroscopy (NMR)
Metabolomics;  Cell  Proliferation,  Apoptosis; Melanoma; Murine



1 INTRODUCAO

1.1 Melanoma

A homeostase da pele é mantida pelas interacdes dinamicas entre os
diversos tipos celulares: melandcitos, queratindcitos, fibroblastos,
endoteliais, células apresentadoras de linfocitos, imunocompetentes e os
elementos proteicos e glicoproteicos da matriz extracelular. Entre estes, os
melanécitos sdo as células pigmentares de origem neuroectodérmica,
contém melanina e se localizam nas camadas basais e espinhosas mais
profundas da epiderme. '

O melanécito é uma célula dendritica, que surge a partir da crista
neural no periodo embrionario. E encontrado na pele (camada basal da
epiderme), no olho (epitélio pigmentar da retina, trato uveal), nos pelos das
orelhas (estria vascular), nas mucosas e no sistema nervoso central
(meninges)®. Na pele, os melandcitos estdo ocasionalmente presentes na
derme, além de na camada basal da epiderme. Na epiderme dos
vertebrados, os melandcitos estdo em estreito contato com os queratinécitos
circundantes através dos seus processos dendriticos. Essa estreita
associacao permite que os melandcitos realizem sua funcao primaria de
produzir e distribuir a melanina para os queratinécitos, proporcionando assim
a pigmentagao da pele, do cabelo e dos pelos. A sintese de melanina ocorre
dentro de organelas intracelulares de melanécitos denominadas de
melanossomas. Esta sintese resulta na geragédo de peréxido de hidrogénio e
quinonas intermediarias. %°

A densidade de melanécitos varia de acordo com os diferentes locais
do corpo. Ha mais de dois mil melandcitos epidérmicos por milimetro
quadrado de pele da cabeca e antebraco e cerca de mil, no restante do
corpo, em todas as ragas. A regulacdo exata do numero de melandcitos na
epiderme parece ser mediada pelos queratindcitos e por mediadores



especificos como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF2)*. O nimero
de melandcitos diminui com a idade, em areas nao expostas, na proporcao
de 6 a 8% por década. As diferencgas raciais na pigmentacao nao se devem
a uma marcante variacdo no numero de melandcitos, mas, sim, no seu grau
de atividade, na proporcdo dos subtipos de melanina feomelanina e
eumelanina, nas suas distribuicbes e no envolvimento de fatores ambientais
como a exposicdo solar, ja que estimulam diretamente a sintese de
melanina.*®

A melanina é um biopolimero heterogéneo de estrutura complexa'?,
composta por muitos tipos diferentes de monémeros conectados através de
fortes ligagdes carbono-carbono. Isto torna a caracterizagéo sistematica das
melaninas muito dificil. *'°> A melanina é um croméforo extremamente denso
e insoluvel de alto peso molecular, sintetizada a partir da tirosina,
apresentando-se como a eumelanina e a feomelanina. '® Eumelanina é um
pigmento nitrogenado insollvel altamente reticulado, variando do castanho-
escuro ao preto. Este pigmento é predominantemente responsavel pela
pigmentacdo da pele, mas também pode ser encontrado em grandes
quantidades no cabelo. A feomelanina € um cromoéforo de coloracao
amarelo-avermelhado, alcalino-solluvel derivado da tirosina, que pode ser
combinada com dopaquinona-glutationa ou cisteina para formar a cisteinil-
dopa. Os niveis intracelulares de cisteina desempenham um papel na
estimulacdo da eumelanogénese e feomelanogénese. '’ A feomelanina é
responsavel pela cor dos pelos e de alguns tons de cabelos, particularmente
os tons castanho-avermelhado ou vermelho. Uma vez produzida a melanina,
os melanossomas sao transferidos para os queratindcitos vizinhos. Apés a
transferéncia do pigmento, os melanossomas sao degradados e descartados
no estrato cérneo. Em humanos, a pigmentacdo da pele e do cabelo
depende do tamanho, nimero e distribuicao dos melanossomas, bem como
da natureza quimica da melanina. #2°

O conceito de marcadores moleculares do melanoma esta
relacionado a fatores e/ou substancias que podem identificar a presenca ou
a predisposicao a esse cancer. Esses marcadores podem estar associados



a alteragbes em determinadas regides gendmicas, como mutagcdes em
genes de predisposicdo, e também podem estar relacionados a expressao
de alguns antigenos tumorais. #'?* A cirurgia continua a ser o principal
tratamento, mas as técnicas de diagnéstico por imagem desempenham um
papel importante no acompanhamento da patologia e na avaliacdao do

estadiamento e da resposta terapéutica. 2>%*

1.2 Metaboloma

Um dos desafios da biologia de sistemas é a integracao das técnicas
de analise (proteoma, transcriptoma e metaboloma) na busca por
informacdes mais completas dos organismos vivos e seus sistemas. O

estudo de metaboloma esta relacionado a:

Avaliacao Toxicoldgica: perfis metabdlicos provenientes de amostras de
urina, sangue e plasma podem ser usados para detectar as alteracdes
fisiolégicas causadas por uma substancia quimica. Em muitos casos, as
alteracoes observadas podem estar relacionadas com sindromes
especificas, por exemplo, uma lesdo especifica no figado ou nos rins;?®

Genodmica funcional: a metabolémica possui uma perspectiva de predizer a
funcdo de genes desconhecidos em comparacdo com as perturbacdes

causadas pela eliminagdo metabdlica / insercao de genes conhecidos; 26

Nutrigenémica: € um termo geral que liga a genémica, o transcriptoma, a
protedmica e a metabolémica, relacionando-as a alimentagdo humana. Em
geral, o metaboloma, em um determinado fluido corporal, € influenciado por
fatores como a dieta, as drogas, a idade, o sexo, a composi¢cao corporal e a
genética, bem como por patologias subjacentes, representando um método

de determinacdo do equilibrio destes fatores no metabolismo; 2%

Metaboloma tumoral: o termo descreve as caracteristicas dos metabdlitos
das células tumorais. A comparacdo das caracteristicas metabdlicas de



diferentes linhagens celulares tumorais e tumores revelam que, durante a
tumorigénese, as mesmas alteracbes sempre ocorrem em diferentes
parametros metabdlicos de base, independentemente tanto do metabolismo
dos tecidos a partir do quais os tumores sdo desenvolvidos quanto do
mecanismo molecular pelo qual a tumorigénese foi induzida. 3%

O metaboloma, principal método de estudo neste projeto, é definido
como a colecao qualitativa e quantitativa de todos os metabdlitos de baixa
massa molecular presentes nas células, os quais participam de reacoes
metabodlicas necessarias para a manutengdo, crescimento e fisiologia
celular. ® A metaboldmica trata-se do delineamento do processo bioquimico
de sistemas a fim de ampliar o entendimento de como as doencas se
manifestam. 2> Esta abordagem teve origem no Imperial College, em
Londres, e tém sido utilizados em toxicologia, diagndsticos e uma série de
outros campos. ?® A metabolémica fornecem ferramentas originais para
aprimorar as informagbes biolégicas relacionadas ao metaboloma e, mais
usualmente, a gendémica funcional. 2 O metaboloma inclui andlises de
aminoacidos, &cidos graxos, carboidratos, vitaminas e lipidios. O tamanho
do metaboloma varia de acordo com o organismo estudado, o
Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, contém aproximadamente 600
metabdlitos®®, as plantas tém, numa estimativa, 200 mil metabdlitos
primarios e secundarios ?°; dessa forma, o metaboloma humano deve ser
ainda maior.

O futuro da metabolémica é a capacidade de monitorar mudancas
sutis no metaboloma que ocorrem antes da deteccdo de uma mudanca
fenotipica refletida da doenca. A analise integrada da metabolémica e outras
«Omicas» podem prever formas mais sensiveis para deteccdo de alteracdes
relacionadas com a doenga, assim como pode descobrir novos
biomarcadores. O conhecimento sobre estas caracteristicas metabolémicas
€ fundamental para o estabelecimento e validacdo de modelos preditivos
para a prevencao do cancer. Compreender o metaboloma irda ajudar na
identificagdo de novos biomarcadores para cancer e no estabelecimento da
prevencao e terapéutica da doenca. >



Este novo estudo difere dos estudos classicos de metabdlitos por sua
maior amplitude, profundidade e velocidade adquiridas pelos enormes
avancos na instrumentacao analitica, em especial, a ressonéncia magnética
nuclear e a espectrometria de massa, ao longo das duas ultimas décadas.
Varias vias metabdlicas podem agora ser rastreadas pelo fluxo de atomos
através dos metabdlitos. Neste momento, existem poucos estudos
relacionando o metaboloma com o cancer, apesar de possuir grande

potencial. 342

1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (ERMN)

Uma das técnicas empregadas em estudos do metaboloma € a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (ERMN). A ERMN é
utiizada na deteccdo de metabdlitos primarios e secundarios, sem a
destruicdo da mostra. Todos os tipos de moléculas e metabdlitos podem ser
medidos simultaneamente. Dessa forma, a ERMN possui uma potencial
funcdo como detector universal.

A ERMN tem sido utilizada como método rapido e nao destrutivo para
andlise de amostras in natura, sendo, atualmente, uma importante
ferramenta para a elucidacdo de estruturas a nivel atdmico, além de
propiciar estudos sobre a dinamica dos mecanismos quimicos e
bioquimicos. Avancos tecnoldégicos tém mostrado que, cada vez mais, esta
técnica torna-se indispensavel nos estudos envolvendo o metaboloma.
Desde os primeiros experimentos nos anos 40 até os dias de hoje, a RMN
tem mostrado uma enorme variabilidade de aplicacées e possui, sem davida,
um lugar na ciéncia moderna. “**’

Em 1924, apo6s a constatacdo da existéncia do momento magnético
do elétron, o spin do elétron, por Stern e Gerlach, varios grupos de pesquisa
procuravam verificar se esta propriedade estendia-se para os prétons
nucleares. Finalmente, em 1938, Rabi*® e colaboradores, em duas breves
comunicagbes ao editor do jornal Physical Reviews, diziam ter desenvolvido
um novo método para a determinacdo mais precisa do momento magnético

nuclear (y) de varias espécies. Em 1939, estes mesmos autores publicaram



uma descricao mais detalhada desta metodologia, que consistia em medir a
uma frequéncia (v) proveniente de uma amostra acondicionada em um
campo magnético conhecido (Bo). Neste momento, nascia a definicdo da
equacao fundamental da RMN:
v = yBo/2m (1).

ApoGs estes experimentos, concluiu-se que um feixe de atomos
contendo nucleos magnéticos, quando submetido a um campo magnético
externo aplicado em uma dada direg¢ao (z), mostra uma absorcao de energia,
com frequéncias dentro do espectro de radiofrequéncias (RF).
Posteriormente, deu-se inicio a uma série de pesquisas relacionadas a
RMN, nas quais o feixe de atomos foi substituido por amostras
macroscopicas, tais como as que usamos atualmente. *°

Em 1945, Purcell, Pond e Torrey °°, estudando a parafina sélida,
descreveram uma relacao entre as populagdes dos dois estados energéticos
relacionados hv/kT, sendo h a constante de Planck, n a constante de
Boltzmann e T a temperatura. Notou também que, apdés um determinado
tempo sob a agéo da radiofrequéncia satisfazendo a equacéao (1), a amostra
atingia o equilibrio entre os estados populacionais, estado conhecido como
saturacdo; neste ponto o sinal ndo era mais notado e a saturagao poderia
permanecer por muitas horas até que o sistema relaxasse, voltando ao
estado inicial. *®

Em 1946, Bloch, Hansey e Packard ***' utilizaram RF para medir o
momento magnético de uma amostra de agua e, além disso, adicionaram
compostos paramagnéticos a esta amostra, o que diminuia o tempo para o
retorno da amostra ao equilibrio térmico. Em 1947 Bloomberg, Pound e

Purcell®?

mostraram que, em um campo magnético estatico sob a acéo da
RF obedecendo a eq. (1), as transicdes de um dado nucleo obedecem a
uma regra de transig¢ao:

Ami=%1 para -l < mi < +I (2);
sendo | 0 numero quantico de spin nuclear. Também estabeleceram que no

equilibrio térmico existem 2l+1 niveis de energia e que a distribuicao



populacional deste seria governada pela distribuicdo de Boltzmann,
conforme:
Ei=exp(yBomi/IKT) (3).

Este efeito de desdobramento energético dos nudcleos em 2l+1
estados, quando submetidos a um campo magnético estatico em uma dada
direcdo, ficaria mais tarde conhecido como efeito Zeeman. A ordem de
magnitude dos tempos de relaxacdo medidos até aquele momento era entre
102 e 104 segundos. Os autores desconfiavam que tempos tdo grandes nao
pudessem ser associados a processos atdmicos, tornando-se 6bvio que um
modelo onde os spins ndo interagiam entre si ndo poderia ser correto, 0 que
mais tarde — e pela primeira vez — leva a introdugéo do conceito de campo
local (B local), fato que agrega mais um termo a equacao (1),
transformando-a na equacéo (4), agora levando-se em conta as interacdes
dos spins nucleares:

v=y(Bo+Blocal)/21r (4).

Uma vez agregado ao modelo experimental a existéncia de interagdes
do tipo Spin-Spin e Spin-Rede os autores iniciavam estudos de tempos de
relaxacao spin-rede (T1). Também comecava nesta época a descricao mais
formal da energia envolvida nestes processos, através de Hamiltoneanos. A
equacao (5) mostra o Hamiltoneano relativo ao momento magnético nuclear
de um dado conjunto de nucleos (i) quando submetidos a um campo
magnético, levando-se em conta a energia relativa ao efeito Zeeman (1°
termo) e a relativa as interagdes do tipo dipolo-dipolo (2° termo também
conhecido como B local).

Htot=ZiyihliBo + Ziyihli. Zj{ ( yhlj / rij3 ) - (3yjhrijlj / rij5 ) } (5).

A energia do tipo Zeeman (1° termo) é da ordem de dezenas a
centenas de megaHertz (MHz) para campos entre unidades a dezenas de
Teslas; a das interagdes dipolo-dipolo (2° termo), da ordem de centenas a
dezenas de kiloHertz (KHz). Com o auxilio da mecanica quantica, Bloch e
colaboradores reescrevem o 2° termo da equacgdo (5), dependendo
explicitamente do fator C (3cos28-1), sendo (8) correspondente ao angulo

entre o vetor distancia que liga dois pares de nucleos e o campo magnético



e C uma constante que depende dos fatores giromagnéticos dos spins que
estado interagindo e da distancia entre eles. Ainda neste mesmo estudo, os
autores estabeleceram uma relagcdo entre o tempo de relaxacdo da mistura
agua-glicerina e do alcool etilico com a viscosidade, na qual notam que o
aumento da viscosidade aumentava a taxa em que o sistema retornava ao
estado inicial. Os autores obtiveram relacbes entre os tempos de
relaxamento T1 e T2 em funcdo do tempo de correlacdo (Tc), mostrando
ainda neste trabalho um calculo sobre as populagbes para 0s niveis
energéticos +m e -m para um nucleo de spin (I) = V.

Novos conceitos em RMN foram continuamente descobertos e
acompanhados pelo avanco tecnoloégico dos espectrémetros, por exemplo, o
desenvolvimento de magnetos supercondutores e a aplicacdo da
transformada de Fourier (TF). Esses avangos propiciaram, a partir dos anos
60, os estudos de RMN multinuclear, com particular énfase na RMN de C,
estudos de estruturas de proteinas e outras moléculas biolégicas. Nos anos
70 e 80, as técnicas bidimensionais, inicialmente propostas por Jeener e
Ernst'® ' possibilitaram analises estruturais mais apuradas e estudos
detalhados da dindmica molecular. Em 70, foram realizadas as primeiras
aplicacoes de RMN para o estudo do metabolismo em sistemas biol6gicos.
>3 Na mesma época, foi demonstrado que o gradiente e o campo
magnético poderiam ser utilizados para RMN codificar sinais espacialmente.
% A partir desse conceito nasceu a Ressonancia Magnética por Imagem
(MRI). Pouco tempo depois, foram obtidas as primeiras imagens do corpo
humano. **°” Em 1980, as imagens de RMI tornaram-se clinicamente Uteis.
Atualmente, o avanco tecnoldogico de campos magnéticos e gradientes
potencializou as técnicas em RMN. A espectroscopia e as imagens podem
ser usadas para investigar uma ampla variedade de processos biol6gicos em
sistemas tao diversos como células, érgaos e tecidos.

A informacgéao espectral de amostras sélidas e/ou semissélidas obtida
através de sondas convencionais € severamente limitada, devido ao grande
alargamento dos sinais. Esse alargamento deve-se ao movimento molecular

restrito de tais amostras, o qual é ocasionado principalmente por trés fatores:



acoplamentos dipolares, deslocamentos quimicos anisotrdpicos e diferencas
na susceptibilidade magnética da amostra.

O acoplamento dipolar consiste na interacdo magnética dos spins
nucleares através do espaco sem o intermédio de atomos ou elétrons. O
efeito do acoplamento dipolar depende da posicdo relativa entre dois
nucleos e, portanto, € bastante pronunciado em amostras sélidas, em que,
devido ao movimento lento das moléculas, ha tempo suficiente para que
ocorra. Assim, o campo magnético gerado por um dado nuclideo pode
influenciar aumentando ou diminuindo o campo magneético sentido por uma
nuclideo vizinho, fazendo com que este apresente uma extensa banda de
frequéncias. Em amostras tais como solugbes nao viscosas, o rapido
movimento molecular diminui a interacdo espacial entre o0s spins e,
consequentemente, a influéncia do acoplamento dipolar. *

O deslocamento quimico anisotrépico consiste em diferentes
deslocamentos quimicos dos nucleos produzidos pelas diversas orientagdes
das moléculas em relagdo ao campo magnético principal (Bo), gerado pelo
equipamento. Como a distribuicao eletrdnica nas moléculas néo é esférica, o
campo magnético sentido por um nucleo e, portanto, o deslocamento
quimico dependem das orientacdes das ligacdes em relacdo a By®' Em
moléculas como o benzeno, por exemplo, o deslocamento quimico de 13C
pode variar de duas a trés centenas de ppm, conforme a molécula se
posicione em relagdo a By*® Em amostras em solugdes ndo viscosas,
contendo moléculas de massa molecular média e baixa, devido a rapida
reorientacdo molecular, observa-se uma Unica frequéncia de ressonancia
para cada nuclideo distinto quimicamente, referido como deslocamento
quimico isotrépico, correspondente a média dos deslocamentos quimicos
referentes a todas as orientagdes que a molécula pode assumir. *

As diferencas na susceptibilidade magnética devem-se a falta de
homogeneidade fisica nas amostras sélidas; consequentemente, nuclideos
quimicamente idénticos podem apresentar varias frequéncias de

ressonancia dependendo da posicdo em que este se encontra na amostra,
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gerando novamente deslocamentos quimicos anisotrdpicos, 0 que ocasiona
alargamento dos sinais.

Existe ainda outra diferenga significativa entre a RMN para amostras
em solucao e as solidas, com relagdo aos tempos de relaxacao spin-rede
(T1) e spin-spin (T2). Novamente, o0 movimento molecular restrito faz com
que, em amostras sélidas, o tempo de relaxagdo spin-rede seja longo,
necessitando de longa espera entre 0s acumulos, ao passo que 0 spin-spin
seja curto, ocasionando o alargamento dos sinais. *® Estes fendmenos séo
observados devido a velocidade de relaxacao spin-rede estar relacionada
com a transferéncia de energia para moléculas préximas espacialmente.
Desta forma, restringindo-se ao movimento molecular, a constante de
velocidade diminui ocasionando um aumento no tempo de relaxagdo spin-
rede. Por outro lado, a relaxacdo spin-spin ocorre pela transferéncia de
energia para nucleos vizinhos, ou seja, a interacdo entre os spins é mais
eficiente quando o movimento molecular € restrito, resultando na diminuicao
do tempo de relaxacao spin-spin. Os efeitos que provocam o alargamento
dos sinais, com excecao dos fendmenos de relaxacdo, sdo quase que
totalmente eliminados, se ndo bastante minimizados, quando os espectros
de amostras sdélidas ou semissélidas sdo obtidos girando-as a altas
velocidades no angulo magico. O efeito de alargamento das linhas de
ressonancia causado pelo acoplamento dipolar (D) é significativamente
reduzido, inclinando-se a amostra a exatamente 54,74° em relagdo ao
campo magnético principal (Bo) (Figura 1) uma vez que este possuiu uma
dependéncia angular segundo a equacao:

D proporcional a +uB rAB 2 (3c0s26 - 1) (6)
em que: yB € o momento magnético do nuclideo B; rAB é a distancia
internuclear entre os nuclideos A e B; 8 é o angulo entre o vetor internuclear
e 0 campo magnético aplicado (By). O sinal * significa que os spins podem
estar orientados a favor ou contra o campo aplicado. Desta forma, quando a
amostra é inclinada a exatamente 54,74° em relacdo a Bo, o termo 3cos26 -
1 da equacgéao torna-se zero, anulando o acoplamento dipolar e €, por este
motivo, chamado de “angulo mégico”. *®%° O efeito de alargamento dos
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sinais causado por deslocamentos quimicos anisotropicos € resolvido
girando-se a amostra a altas velocidades (Figura 1). A alta rotacao supera os
efeitos dos deslocamentos quimicos anisotropicos, desde que a frequéncia
de rotacdo seja a0 menos equiparavel ao deslocamento por anisotropia.
Assim, da mesma forma que nas amostras em solug¢éo, observa-se um unico
sinal, que é a média de todos os deslocamentos quimicos referentes a todas
as possiveis orientacées em relacao a By. A velocidade de rotagdo minima
necessaria varia de acordo com o campo magnético aplicado: quanto maior
0 campo maior sera a velocidade de giro necessaria para tornar os
deslocamentos quimicos isotrdpicos. Por exemplo, em um equipamento de
9,4 Teslas (400 MHz), uma velocidade de giro superior a 5000 Hz é
suficiente. " %

Nos experimentos com giro no angulo magico, a amostra é contida
num rotor de ceramica, o qual € posicionado exatamente no angulo magico e
girado ao redor do préprio eixo com auxilio de ar comprimido ou N> gasoso

(Figura 1).

Fonte: http://www.bruker-nmr.de/quide/

Figura 1 - Representacao esquematica
da amostra girando no angulo magico.

O efeito de alargamento dos sinais causado pelas diferencas na
susceptibilidade magnética das amostras pode ser minimizado através da
fina moagem das amostras e pela disposicdo esférica que estas ocupam
dentro do rotor (porta amostra da sonda de HR-MAS) conforme mostra a
Figura 2.
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Figura 2 — Representacao de um rotor (porta amostra)
utilizado nas medidas de RMN HR-MAS. Rotor de
zirconio com Kel F-tampao, espacador superior,
parafuso com cabeca do cilindro e parafuso sem
cabeca de vedacao para fornecer um volume de
amostra esférica.

Entretanto, os resultados somente s&o alcangados quando todas as
condicoes sdo empregadas em conjunto. A simples inclinagdo da amostra no
angulo magico, mas sem girar a amostra a altas velocidades, ndo traduz
nenhum efeito sobre a reducéo do alargamento das linhas de ressonancia,
como pode ser observado na Figura 3. Porém, quando esta é submetida
também ao giro, o ganho na resolugédo dos espectros é consideravel (Figura
3 e 4) *8 assemelhando-se muito aos de amostras em solugéo (Figura 3 e 4)
6063 Por este motivo, a técnica é conhecida como HR-MAS (High Resolution

— Magic Angle Spinning).
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Figura 3 - Espectros de RMN de 1H de uma amostra de
células de melanoma B16F10 obtidos com e sem giro no
angulo magico
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A grande vantagem da técnica de RMN HR-MAS ¢ a possibilidade da
analise direta de materiais intactos sem necessidade de nenhuma etapa de
pré-tratamento de amostra, as quais consomem tempo e reagentes, além de
poderem provocar alteragdes na composicao quimica das amostras, por
exemplo, em processos de extracdo. O principal requisito para que uma
amostra seja analisada por esta técnica é que as moléculas apresentem
algum grau de mobilidade, ou seja, que ndao se apresentem em forma
cristalina, consideradas como semissoélidas, condicdo ja satisfeita nas
amostras de tecidos animais e vegetais®®. A técnica também é muito
sensivel, pois requer somente alguns miligramas de amostra e alguns

minutos para se adquirir um espectro de RMN de 'H © &

, possibilitando
assim detectar componentes em concentragdes inferiores a um micromolar
em uma mistura. %> Além disso, as sondas de HR-MAS permitem o ajuste
da homogeneidade do campo magnético (shimming), resultando em ganhos
na resolucdo dos espectros obtidos. & As sequéncias de pulsos empregadas
sédo as mesmas utilizadas na RMN de amostras em solugé@o e nao requerem
alta poténcia de desacoplamento ou técnicas especiais, comumente
empregadas para sélidos verdadeiros. ® Estas sondas também possibilitam
realizar experimentos bidimensionais, tais como COSY, HSQC e HMBC,
extremamente Uteis na identificacdo de compostos orgénicos, como tem sido

demonstrado por Broberg e colaboradores'® e Gil e col.*

, 0 que possibilitou
a identificagdo de uma grande quantidade de compostos em diferentes
materiais in natura sem quaisquer processos de extracdo e/ou purificacao.
Métodos de analise direta que dispensam a necessidade de isolamento dos
componentes sao muito desejaveis e, por esta razdo, o interesse da
aplicacdo técnica de RMN HR-MAS ¢ crescente. %>

Por outro lado, tem sido extensivamente utilizada na analise de
tecidos animais, principalmente na identificacdo de tumores malignos. °*7°
Por exemplo, as classificagdes de lipossarcoma humano e lipoma (tecidos
tumorais malignos) tornaram-se possiveis atraves de diferencas espectrais

observadas nos espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos de tecidos ex
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vivo, demonstrando que a técnica pode ser utilizada no prognéstico de
71,72
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Figura 4- Espectros de protons de 'H (400 MHz) de uma cultura de
células de melanoma B16F10. O espectro do topo é adquirido em
uma sonda de alta resolucao convencional para analise de liquidos
(girando a 20 Hz / B,), enquanto a parte inferior do espectro é
adquirida em uma sonda HR-MAS (girando em 4 kHz).

A supressao do sinal do solvente é necesséaria quando se utilizam
solugdes aquosas ou quando possui uma alta concentracao de H>0, como as
amostras de cultura celular, nas quais a quantidade de agua € muito superior
a das outras substancias presentes. Na supressdao do sinal do solvente,
geralmente ndo é possivel manipular esse sinal independentemente dos
demais sinais. Por exemplo, a observacdo de um sinal que se apresenta
préximo ou sob o da agua, ou de um nudcleo que troca quimicamente com a
agua, pode ser afetada pela supressdo. Além disso, a falta de
homogeneidade do campo magnético estatico (By), do campo oscilatério de
radiofrequéncia (Bi) e as imperfeicobes no pulso podem diminuir a
seletividade e o grau de supressdo de uma dada sequéncia. "* Para a
supressao do sinal do solvente aplica-se uma irradiacao de radiofrequéncia
(rf) fraca e continua na frequéncia do solvente, antes da excitacao dos spins
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de todos os nucleos e aquisicdo dos dados, tornando os spins do solvente
saturados’* e, portanto, ndo observaveis. Invariavelmente, os sinais
préximos a frequéncia do solvente também experimentam alguma perda na
intensidade, pois também sao afetados pela irradiacdo continua. Um
desempenho satisfatério na supressao requer uma alta homogeneidade
tanto do campo magnético estatico (By) como da frequéncia de By. Uma
homogeneidade adequada do campo By (shimming) assegura que todos os
nucleos do solvente ressoarao dentro de uma faixa de frequéncia pequena,
pois a largura de linha do sinal medida em sua base é pequena. Uma
homogeneidade satisfatéria de B¢ significa que os ndcleos do solvente em
todas as regides da amostra experimentardao uma poténcia de rf semelhante
e, entdo, serdo suprimidos igualmente. ”° Para a realizagdo da supressao do
sinal dos hidrogénios da agua nas amostras de células e bidpsias de tecido

testaram-se duas sequéncias de pulsos, que estdo descritas a seguir:

Sequéncia de pulsos ZGPR: é a mais simples e mais usada na supressao
do sinal do solvente. A pré-saturacao é efetuada irradiando-se o sinal a ser
suprimido com uma poténcia de rf fraca e continua (Continuous Wave — CW)
677 durante um tempo longo o suficiente para eliminar as diferencas de
populacdes entre os estados de spins a e B dos hidrogénios do solvente 7/,
fazendo com que haja a saturacdo desses estados de spins. A irradiacéo €
desligada imediatamente antes da aplicagao do pulso de 90°, que é utilizado
para transferir as magnetizagbes nao saturadas para o plano x-y. A
aquisicdo do espectro é feita ap6s um intervalo de tempo pequeno,
necessario para evitar que o sinal apresente ruidos que sao oriundos do
pulso de 90° (Figura 5 e 6).
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Figura 5- Representacdao da sequéncia de

pulsos zg (1D sequéncia de pulso basica).
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Figura 6 - Representacao da sequéncia de pulsos zgpr (supressao de
solventes).

Sequéncias de pulso ZGF2PR: 1D-sequéncia, com pré-saturacao em F2. A

pré-saturacao dos diferentes sinais e posterior construcdo das diferencas

(subtracdo de espectros: um com pré-saturagcao fora e outra com pré-

saturacdo de um sinal de interesse) da informacdes sobre o NOE. A
sequéncia utiliza dois canais F1 ("H) e F2 ('H) determinando dois pontos de
aplicagcao da irradiacdo, uma coerente nao especifica e outra coerente
especifica. O1: saturagdo H»0 + D0 / O2: saturagcdo DMSO (Figura 7).
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Figura 7- Representacao da sequéncia de pulsos zgf2pr (supressao dupla de
solventes nas posi¢coes 4.7ppm e 2.6pmm)

No angulo mégico, os espectros de RMN de 'H de amostras de
tecidos vegetais ou animais apresentam frequentemente sinais alargados.
Estes sinais sdo provenientes de moléculas de alta massa molecular, tais
como os componentes das membranas da parede celular. Devido ao fato
destes componentes serem rigidos, ou seja, apresentarem baixa mobilidade
molecular, também possuem T2 curtos, ocasionando o alargamento dos
seus sinais, que por sua vez causam a sobreposicao de outros sinais, como
o das moléculas de baixa massa molecular, dificultando a interpretacdo dos
dados. Além disso, contribuem para diminuir a quantidade de informacdes
contidas nos espectros, prejudicando assim as andlises quimiométricas. "
Por outro lado, Carr, Purcell, Meiboom e Gill®® desenvolveram uma
sequéncia de pulsos que se aproveita do T2 curto de moléculas de alta
massa molecular em relacado as de baixa massa molecular, para eliminar os
sinais alargados destas moléculas dos espectros. **®® Esta sequéncia,
conhecida como CPMG ou filtro de T2, faz com que, apo6s a transferéncia da
magnetizacao para o plano xy, pela aplicacao inicial de um pulso de 90° na
direcdo x, esta seja mantida neste plano através da aplicacdo de sucessivos
pulsos de 180° na dire¢do y. Nesta etapa, um curto periodo de tempo (1) é

permitido entre os pulsos de 180°, o qual € ajustado para permitir que ocorra
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a relaxacao transversal principalmente de moléculas com T2 curto (Figura
8). Desta forma, os sinais referentes as macromoléculas nao séao
observados devido a perda de coeréncia dos vetores magnetizacdo destas
no plano xy (Figura 9). O mesmo ocorre com o0 vetor magnetizacdo das
moléculas de baixa massa molecular (com T2 longo), porém, em uma

58-66
(

propor¢cao muito menor Figura 9).

90°% - 180°,
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Fonte: http://www.bruker-nmr.de/guide/

Figura 8- Representacao da sequéncia de
pulsos CPMG (Filtro de T2)

Em que n significa o0 numero de repeticoes e T o tempo de espera
entre os pulsos de 180°. A Figura 10 mostra um exemplo pratico do emprego
da sequéncia de pulsos CPMG, em uma amostra de cultura de células de
melanoma B16F10, demonstrando a utilidade desta sequéncia nos estudos

de amostras intactas como sementes e tecidos vegetais.

Para macromoléculas

90" vy ) T y( 180° % T %
X X

180° y T y oy

X X x

Para micromoléculas
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Fonte: http://www.bruker-nmr.de/guide/

Figura 9- Representacao da relaxacao transversal ocorrida
durante a aplicacao da sequéncia de pulsos CPMG.
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Figura 10— Comparacao entre espectros de RMN de 'H de amostras

de cultura celular de melanoma B16F10 adquiridos com a

sequéncia zgf2pr (Superior) e CPMG (Inferior).

Baseada na identificacdo de alteracbes especifica de tumores, as
principais limitagbes para esta abordagem geralmente resultaram da
dificuldade de transferéncia de resultados obtido de experiéncias com
células em condicdes heterogéneas de oxigenacao, nutrientes, exposicao de
hormonios e fatores imunolégicos sobre os bem definidos modelos in vitro e
in vivo de tumores. Apesar destas limitagbes, algumas alteracbes
bioquimicas foram identificadas em tumores, especialmente utilizando
modelos adequados de carcinogénese e/ou de diferentes taxas de
crescimento e niveis de diferenciacdo de linhas celulares. 7""”° Como descrito
originalmente por Warburg °', os fenémenos das células tumorais como a
mudanca da via glicolitica, glicélise aerébia em glicélise anaerdbia, reforcada
Pasteur pelo efeito inverso, representam alteracées bioenergéticas pelas
quais as células cancerigenas podem compensar por deficiéncias nas
mitocOndrias, nas cadeias de transportes e de defeitos na capacidade
respiratéria. % Outra classe de alteracdes bioquimicas, principalmente
identificadas no crescimento rapido de hepatocarcinomas, sdo as alteracoes
na composicao lipidica (por exemplo, diminuicdo de acidos graxos poli-
insaturados e/ou aumento do colesterol) cujas consequéncias estao
relacionadas com as alteracbes da fluidez da membrana e da atividade
enzimatica, especialmente a nivel mitocondrial e das membranas

81-91

microssomais Pouco se sabe sobre as alteracbes especificas nos
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tumores em nivel dos mecanismos bioquimicos e dos mecanismos de
compartimentalizagdo intracelular responsavel pela biossintese.?’

A ERMN e a ERMI permitem detectar e quantificar in vitro e in vivo,
respectivamente, em condi¢cdes controladas (temperatura e microambiente),
por exemplo, nos estudos in vitro, alguns dos metabdlitos enddgenos
circulantes e infinitos componentes celulares. Os estudos metabdlicos por
RMN ndo sé caracterizam o estado do tecido a partir de certas
caracteristicas do espectro, como também podem analisar a cinética das
enzimas que catalisam as diversas vias metabodlicas. Constitui-se um
método ndo invasivo (estudos in vivo utilizando a RMI) e ndo destrutivo
(estudos in vitro e in vivo) de investigar o metabolismo em células, tecidos e
orgaos isolados. A recente aplicacdo da ERMN em amostras biologicas

8 Nas

demonstrou aplicabilidade como método diagndstico clinico.
investigagbes dos metabodlicos utilizando a ERMN foram observados
diversos nucleos como *'P, *C, 'H e menos frequentemente o '°F, #Na,
*N, entre outros.

Na ERMN em sistemas bioldgicos, a posicao de cada pico ao longo
da linha central horizontal, também chamada de linha quimica do
deslocamento ou linha central da frequéncia, € governada pelo campo
magnético principal. Assim, os 'H, *C e ®'P entre outros n(cleos, em grupos
moleculares diferentes de moléculas distintas, fazem com que seus picos
correspondentes aparecam em posicdes diferentes na linha central da
frequéncia, ou seja, cada metabdlito ressona em uma frequéncia diferente,
de acordo com o campo magnético gerado pelos agrupamentos moleculares
de seus protons.

A amplitude do pico determina a quantidade de metabdlito. A
concentragdo de um determinado metabdlito é calculada através da area do
pico. A area do pico € usada por ndo ser tao influenciado por alguns fatores
fisicos como a homogeneidade do campo magnético, nivel de ruido e o
tempo de relaxacdo. "® A quantificacdo absoluta do espectro, isto é, a
interpretacdo das areas dos picos, comporta certo grau de dificuldade. A
simples calibracdo das areas dos picos usando solucbes padrao de
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concentragcbes conhecidas € especialmente dificil pelo fato de a
sensibilidade das bobinas mudarem com a carga. Além disso, a
dependéncia do efeito T2 nos sinais dos metabdlitos influencia a
quantificacdo metabélica absoluta. ”°

Na medicina, a ERMI é uma técnica nao invasiva e livre de riscos
potenciais com a qual podem monitorar os estagios, agudo ou crdnico, de
uma doenca. O desenvolvimento de métodos de localizacdo espacial de
amostras, com niveis relativos de metabdlitos méveis em um volume
definido a partir de imagens por RM, é a base para a integragdo das
informagcdes obtidas por esta técnica. A associacdo das informacdes
anatdémicas e patoldgicas obtidas, com as imagens por RM, proporciona uma
nova forma de se entender as origens e a evolugdo das patologias. %

Em muitas doencas, as alteracées metabodlicas podem preceder as
alteracoes anatomicas. A espectroscopia se apresenta, pois, como um
método de deteccdo precoce destas alteracbes, por ser potencialmente
sensivel a estas mudancas. No entanto, a ERMI é uma forma de
espectroscopia inerentemente fraca. Requer que as substancias quimicas ou
metabdlitos estejam presentes em concentracbes maiores que 1mM e,
portanto, a deteccdo de concentragcdes menores é possivel somente em
circunstancias especiais, 0 que prejudica a sua aplicacao sistematica. Outro,
a sensibilidade de deteccdo esta diretamente relacionada com o valor do
campo magnético e o valor dos magnetos utilizados em medicina néo
ultrapassa 3 Tesla. Assim, ainda que a ERMI seja um poderoso recurso na
obtencdo nao invasiva de informacbes bioquimicas in vivo, existe uma
limitacdo em termos dos metabdlitos que se podem monitorar.

A ERMN utiliza campos magnéticos superiores a 10 Teslas e técnicas
espectroscopicas mais complexas, mas, nos Uultimos anos, o
desenvolvimento de uma técnica chamada de alta resolucdo com rotacao
segundo ao angulo magico (MAS) tornou possivel a aquisicdo em alta
resolucdo de dados sobre as bidpsias de tecidos intactos sem qualquer
tratamento prévio. ¥ A rapida rotagcdo da amostra (normalmente em 5,0 kHz)
em um angulo de 54,7° em relacdo ao campo magnético aplicado, serve
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para reduzir a perda de informagdes causadas pelos efeitos de largura de
linha ampliados e acoplamentos indesejados observados em amostras nao
liguidas, por exemplo: os tecidos. Estes efeitos sdo comumente causados
por alargamentos de base e heterogeneidade residual anisotrépica da
amostra. Na MAS-ERMN podem ser utilizadas as diversas técnicas
aplicadas em ERMN, como pulsos comuns ou mais complexos, para o
estudo metabdlico elucidar as mudancgas da dindmica e estrutura molecular.

O estudo de processos metabdlicos em sistemas bioldgicos, baseado
na utilizagdo de, MAS "H-ERMN e estatisticas multivariadas para geragéo e
interpretagcdo de dados bioquimicos, foram utilizadas para diferenciar
plasmas sanguineos de mulheres portadoras de cancer de ovario epitelial
(COE) de mulheres saudaveis. A analise "H-ERMN foi realizada no plasma
sanguineo de 38 pacientes portadores de COC, 12 pacientes com cistos
ovarianos benignos e 53 mulheres saudaveis. Analises multivariadas
permitiram identificar alteragdes de 37 dos 38 pacientes portadores de COE
(97,4%). As alteracOes dos plasmas sanguineos de portadores de COE foi
identificada com 100% de sensibilidade e especificidade na MAS-RMN pelas
regides dos espectros de 'H, 2,77 partes por milhdo (ppm) e 2,04 ppm a
partir da origem. Estes achados indicam que a abordagem 'H-ERMN no
metaboloma merece uma avaliagdo mais aprofundada como nova estratégia
para a deteccao precoce da COE.

Uma combinacdo de métodos espectroscédpicos (RNM e HPLC) foi
utilizada para analisar urina de humanos e ratos tratados com a droga
ifosfamida "®. No estudo foi possivel detectar uma gama de metabdlitos
enddgenos anormais na urina de seres humanos, submetidos a terapia,
apdés a administracdo de ifosfamida, e relacionar as perturbacdes
metabdlicas com os efeitos nefrotdxicos da droga. As mudancgas observadas
por 'H-RMN incluiram aumentos nos niveis de glicose na urina, glicina,
alanina, histidina, lactato, acetato, succinato e trimetilamina-N-6xido, além de
diminuicdes dos niveis de hipurato e citrato. Estudo utilizando *'P-RMN
identificou mudancas em linhagens celulares resistente a multiplos farmacos

(MDR) utilizados na terapéutica do cancer. ™ As células resistentes
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incluidas foram transfectadas com o gene humano de multirresisténcia
(MDRI gene), que codifica P-glicoproteina. Na maioria dos casos, os
espectros de *'P-RMN foram significativamente diferentes das linhagens
drogas-sensiveis. Os espectros das células resistentes indicaram aumento
dos niveis de ATP e fosfocreatina em seu citoplasma. Estas alteragdes sao
compativeis com o aumento da taxa de glicose de utilizacdo celular.
Grandes alteragbes também foram observadas nos niveis de
glicerofosfocolina e glicerofosfoetanolamina. A diregdo dessas mudangas
ndao era compativel para todas as linhagens celulares estudadas e nao
poderia ser atribuida diretamente a expressao da P-glicoproteina, sugerindo
que as mudancas podem estar relacionadas as alteracdées no metabolismo,
na membrana e na funcdo associada a outros mecanismos de MDR.

Outro estudo utilizando *'P-RMN monitorou e avaliou a resposta
terapéutica de gliomas experimentais modificados geneticamente. ° Os
espectros in vivo de RMN foram obtidos a partir dos gliomas subcutaneos de
ratos C6 pds-tratamento com Ganciclovir. Foi observada uma significante
regressado do volume tumoral no 10° dia apds o inicio da administragédo da
droga. No entanto, nenhuma alteracdao do pH ou do metabolismo energético
a partir dos valores de pré-tratamento foi observada. Ja os espectros in vitro
de *P-RMN de extratos dos tumores revelaram uma reducdo
estatisticamente significante da fosfocolina e da fosfoetanolamina no 6° dia
apds a administracdo da droga.

RMN utilizando a técnica de difusdo de prétons determinou os perfis
bioquimicos intracelulares de seis linhagens celulares de cancer de mama
perfundidos em esferas de alginato. O estudo mostrou as diferentes etapas
da progressao do cancer de mama e as diferengcas dos metabdlitos entre os
grupos de linhagens celulares, incluindo a colina, lactato e treonina. A
resposta para o agente antineoplasico, lonidamine (LND), também foi
monitorada pela funcdo do tempo e da concentracdo da droga na perfuséao
das células tumorais. Os espectros 'H-RMN evidenciaram aumento do sinal
intracelular de lactato como uma resposta de LND no tratamento de cancer

em diversas linhagens celulares. Estes resultados s&o consistentes com a
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hipdtese de que o principal mecanismo da LND em algumas células
cancerigenas € marcado pela inibicao do transporte do lactato. Este estudo
demonstra a viabilidade da utilizacdo de acompanhamento da
espectroscopia de RMN intracelular em seu metabolismo e para estudar os
efeitos e mecanismos de acédo de drogas antitumorais. %

Em células leucémicas HL60 foram estudadas por MAS'H-RMN apés
a inducdo de apoptose por radiacdo ionizante e por acdo da droga
antineoplasica doxorrubicina e, em seguida, a inducdo da necrose por
aquecimento. A apoptose e a necrose foram confirmadas utilizando-se
outras técnicas. Os espectros de 'H-RMN mostraram que ambas as
amostras contendo células apoptoéticas foram caracterizadas pelos perfis
metabdlicos. Especificamente, um aumento dos lipideos celulares e uma
diminuicdo de glutamina, glutamato, colina, taurina e glutationa foram
observados. Em contrapartida, as amostras de células necrosadas
apresentaram um perfil metabdlico diferente caracterizado por um aumento
significativo em todos os seus metabdlitos examinados, com excecao dos
lipidios moveis, que se apresentaram inalterados, e da diminuicdo da
glutationa. Os resultados sugerem que as variagdes nos espectros de 'H-
RMN sao especificas de apoptose, independente do estado fisico ou
quimico, isto €, da natureza do estimulo utilizado para induzir a este modo
de morte celular, enquanto as células necrosadas s&o caracterizadas por um
perfil completamente diferente dos metabdlitos encontrados nos espectros
de apoptose. '

Morvan e colaboradores "®""%°

investigaram a correlagdo de técnicas
espectroscopicas em RMN para determinar e identificar as alteragbes do
metabolismo dos fosfolipidios no tratamento in vitro de células de melanoma
B16 cultivadas com cloroetil nitrosourea (CENU). Os resultados mostraram
uma alteragdo significativa do metabolismo dos fosfolipidios das células
tratadas in vitro, envolvendo uma baixa regulacdo da fosfocolina, e um
dramatico e irreversivel aumento de fosfoetanolamina. Em outro estudo in

76

vitro, Morvan e colaboradores ‘°, utilizando cistemustina em células de

melanoma B16, evidenciaram a modificacdo do metabolismo dos
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fosfolipidios realizados pelas células tumorais. Esta modificagdo foi
demonstrada durante o crescimento tumoral indicando um acumulo
transiente de colina, glicerofosfocolina e glicerofosfoetanolamina, além de
um aumento sustentado da fosfocolina e fosfoetanolamina, enquanto os
niveis de fosfatidilcolina mantiveram-se inalterados. Durante a recuperagéo
do crescimento tumoral, permaneceram elevadas apenas a fosfocolina e a
fosfoetanolamina. Portanto, os tumores de melanoma B16 tratados com
cistemustina adquiriram um novo fenétipo do metabolismo dos fosfolipidios,
um mecanismo que poderia participar da rediferenciacdo e/ou da
sobrevivéncia das células tumorais.

O nlcleo de *'P é suficientemente sensivel para que seja possivel
detectar os sinais de muitos metabdlitos fosforilados méveis existentes nos
seres vivos em concentragées da ordem dos milimolares (mM). Em 1974,
Hoult e colaboradores’ obtiveram espectros de qualidade de amostras com
atividade fisiologica, incluindo o musculo esquelético isolado e intacto*®, o
coragdo sob perfusao, figado, rim e cérebro °**""®. A qualidade da resolucéo
dos espectros, apesar da gama relativamente estreita dos desvios quimicos,
resulta do numero um tanto pequeno de metabdlitos fosforilados observaveis
por RMN: ATP, ADP, fosfocreatina (PCr), nicotinamida-adenina
dinucleotideo (NAD), fosfato (Pi), acucares fosforilados, entre outros. A RMN
de *'P mede apenas as concentracdes das componentes ndo imobilizadas.
Verifica-se a sensibilidade na deteccéo de niveis ATP e PCr, mas, nos casos
de ADP e Pi, os valores obtidos por RMN sdo mais baixos porque parte do
ADP esta imobilizada na célula. De qualquer modo, conclui-se que as
concentracbes de ADP e Pi livres presentes em tecidos e 6rgaos bem
oxigenados (por exemplo, [ADP]~20uM, [Pi]~1,5 mM no musculo da ra em
repouso a 4°C) sédo baixas. Essas concentracbes associadas ao valor do ph
intracelular permitem calcular a energia livre da hidrélise do ATP in vivo, a
qual origina um potencial de fosforilagdo superior ao esperado. Além de
medir simultaneamente a concentracido relativa de varios metabdlitos ao
longo do tempo e de medir o pH intracelular, a RMN de *'P permite estudar

o0 ambiente quimico dos metabdlitos. Por exemplo, estudos direcionados nas
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ligagbes de ions de Mg2+ ao ATP e ADP, cujos desvios quimicos sao
alterados, permitiram estudar a distribuicdo dos metabdlitos dentro e fora da
célula. A distincado entre metabdlitos intra e extracelulares resulta de
diferencas de composi¢éo do pH dos respectivos meios.”®

O nucleo '*C origina uma boa resolucdo espectral em sistemas
biologicos, mas tem a limitagcdo resultante da sua falta de sensibilidade e
baixa abundancia natural. Embora o estudo de compostos em abundancia
natural seja possivel em certos casos especificos, tais como o tecido
adiposo ou glicogénio do figado, a maioria dos estudos requer o
enriquecimento prévio dos atomos de carbono no isétopo '*C em uma ou
varias posicoes da molécula do substrato. Este processo permite estudar
detalhadamente de um modo nao destrutivo a cinética do processo
metabdlico, observando ao longo do tempo o0s sinais resultantes da
incorporacdo dos nucleos '*C nos varios produtos formados. % A elevada
sensibilidade do préton é compensada pelas dificuldades resultantes da
presenca de sinais muito intensos provenientes da agua ou da gordura, que
podem tornar dificeis as observacdées de outros metabdlicos mais diluidos.
No entanto, ja foi possivel estudar suspensdes celulares de eritrécitos
utilizando técnicas modernas. O estudo de sistemas mais complexos tornou-
se recentemente possivel por supressdo dos sinais intensos da agua e da
gordura, quer por espectroscopia de correlagdo, quer por outras técnicas de
supressao. Por exemplo, dado que os valores de T2 da agua e de T1 da
gordura nos tecidos sdo muito inferiores aos valores de muitos metabdlicos,
a combinacédo das sequéncias Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) (filtros de
T2) e Inversdo Recuperacdo (IR) permitiu a observacdo dos sinais da

taurina, creatina, fosfocreatina etc. %
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo da organizacdo e controle dos caminhos metabdlicos,
incluindo a atividade das enzimas que catalisam os diversos passos e outras
propriedades que caracterizam o estado fisiolégico de um sistema bioldgico,
constitui um importante problema em bioquimica e fisiologia. O metabolismo
das células neoplasicas foi estudado durante muitas décadas, com o objetivo
de conceber novas estratégias de diagndstico, da terapéutica e da
prevencao do cancer.

Novas abordagens para investigacdo da bioquimica do cancer foram
recentemente realizadas pelas técnicas espectroscépicas por RMN. A
utilizagdo destas técnicas, combinada com a alta resolugéo e sensibilidade
de andlises in vitro de RMN, abriu novos caminhos para investigar as
alteracdes bioquimicas que ocorrem em tumores, nomeadamente no nivel

do metabolismo lipidico e bioenergético.
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3 OBJETIVO

Avaliar o potencial da Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear no estudo do metaboloma do melanoma murino B16F10 em
comparacao ao tecido ndo tumoral, visando uma melhor compreensao dos
padroes metabdlicos tumorais e a caracterizacdo de novos biomarcadores
relacionados com a progressdo tumoral e a suas correlagdes

morfofuncionais no processo de carcinogénese e invasao celular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Manutencao e cultivo das linhagens celulares de melanoma
B16F10

As células de linhagem tumoral de melanoma B16F10 foram
adquiridas do banco da American Type Culture Colletion (ATCC) e foram
cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? em meio de cultura (RPMI-1640),
suplementada com 10% de soro bovino fetal (SFB) inativado, 2mM de L-
glutamina e antibidticos. Antes das células atingirem confluéncia, foram
subcultivadas para ampliacdo e congelamento (meio completo contendo
10% de dimetilsulféxido) e mantidas em nitrogénio liquido. As suspensdes
celulares utilizadas para a implantacdao no flanco dorsal dos animais foram
obtidas apds o tratamento dos frascos de cultura com Tripsina 0,2% por 5
minutos e inativagdo com 10% de soro fetal bovino. As células desprendidas
foram centrifugadas duas vezes, ressuspensas em meio de cultura e a

concentracao celular ajustada por contagem em camera de Mallassez.

4.2 Implantacoes das células tumorais

Um grupo de camundongos da linhagem C57BL/6J (totalizando n=30)
mantidos no biotério da Divisdo de Desenvolvimento Cientifico do Instituto
Butantan foram injetados pela via subcutanea dorsal com 5x10* células
tumorais B16F10, em condigbes estéreis. Apos o desenvolvimento visivel e
palpavel dos tumores implantados, cerca de 10 dias apds a injecdo das
células, a massa corporal e o volume do tumor foram sequencialmente
medidos. O tamanho e volume tumoral foram avaliados com o auxilio de um
paquimetro, duas medidas do comprimento (Longitudinal) e duas medidas
da largura (Vertical) da massa tumoral dorsal. Seguindo as normas
estabelecidas pelo NCI (National Cancer Institute), para os valores das

medidas foram convertidos em volume, levando-se em consideracao a



30

férmula do calculo do volume esférico, célculo este usual para a medicao de
tumores sélidos em experimentacao animal. A férmula utilizada sera:
Volume do tumor = Longitudinal (cabeca-cauda) x
Transverso ? (pata-pata) x % Tr.
Além do acompanhamento da massa corporal e do volume dos
tumores, foram avaliadas as taxas de sobrevida, ou seja, o tempo de vida

dos animais apés 30 dias pds-implante dos diferentes grupos experimentais.

4.3 Necropsias dos animais

Os animais foram avaliados levando-se em consideragdo o tempo de
evolucao tumoral. A partir do 5° e sucessivamente nos 15° e 25° dias po6s-
implante os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento
cervical. Em seguida, os tumores e tecidos contralaterais da derme foram
retirados por biopsias com PUNCH de 0,2 mm de didmetro e armazenados
imediatamente em nitrogénio liquido para serem avaliados por
espectroscopia de RMN. Também foram analisadas as alteragdes
macroscopicas, como a presenca de metastase e exsudatos inflamatérios.
Os érgaos foram colocados em tubos Falcon com 3 ml de formol 10%
tamponado (pH: 7.2) para posteriores analises histolégicas e congelados em
nitrogénio liquido para futuras andlises espectrais.

4.4 Analises das Fases do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

Suspensdes de 10° células de amostras das células de melanoma
B16F10 foram retiradas por tripsinizacdo, congeladas em tampéao citrato
(2mM) e mantidas em nitrogénio liquido até o momento da analise. Para as
biépsias dos tecidos tumorais de melanoma B16F10 dorsais foram
realizadas uma digestdo e uma separacao das células tumorais dos tumores
dorsais implantados em camundongos C57BL/6J nos periodos de 5° 15°e
25° dias nos quais a concentracdo celular foi ajustada para 10°células/mL
em meio de cultura RPMI-1640 e suplementado com 10% de soro fetal
bovino.

A determinacdo do ciclo celular foi realizada em citdbmetro de fluxo
FACScalibur (BD), utilizando a metodologia do lodeto de Propideo (Pl). As
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suspensdes celulares foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente com 30 mg/ml de solucao de tripsina e em seguida com 5 g/l de
inibidor de tripsina e 0,1 g/l de ribonuclease — A. Apds este periodo as
células foram incubadas com 18 mg/ml de Pl por 15 minutos em temperatura
ambiente, seguida da analise das populag¢des celulares nas fases do ciclo
celular por citometria de fluxo. A aquisicdo da populacéao celular, em média
de 10.000 eventos foi realizada pelo programa “Cell Quest” (BD) e os
contetdos de DNA foram avaliados pela intensidade de fluorescéncia (FL-2).
Os resultados foram expressos em porcentagem média de células nas
diferentes fases do ciclo celular: DNA fragmentado/ apoptose (subdiploide),
G0/G1, fases S e G2/M. A discriminagdo das populagdes celulares
(linhagens B16F10) contidas nas fases do ciclo celular e mortas foram
analisadas isoladamente, conforme a aquisigédo do programa MOD-FIT (BD).

4.5 Potenciais de membrana mitocondrial por citometria de fluxo
O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado pela estimativa
medida pela captacdo da sonda JC-1 (5,5, 6,6-tetracloro-1,1’, 3,3-
tetraetilbenzimidazolilcarbocinina). A cada condicdo definida da incubagao
com o sulindaco e seus metabdlitos, aliquotas de 2 x 10° células foram
incubadas com 10 umol/L de JC-1 por 20 minutos a 37°C. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 segundos e a suspensao
celular resultante foi lavada com salina tamponada. A fluorescéncia foi
determinada em A=485 nm para excitacdo € A=590 nm para emissao por

citometria de fluxo.

4.6 Analise da expressao de marcadores das vias de morte celular
e de checagem do ciclo celular por citometria de fluxo

ApGs digestao e separacao das células tumorais dos tumores dorsais
implantados em camundongos C57BL/6J nos diferentes periodos
experimentais, a concentracdo celular foi ajustada para 10°células/mL em
meio de cultura RPMI-1640 e suplementado com 10% de soro fetal bovino.
Aliquotas de 100uL das suspensdes celulares foram permeabilizadas com
Saponina 1% e incubadas por 1 hora, a 4°C, com 1ug de anticorpo
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especifico anticiclina D1 conjugado com FITC (Santa Cruz, USA) e 1ug de
anticorpo especifico Caspase 3 conjugado com ficoeritrina-PE (Santa Cruz,
USA) na presenca ou auséncia de seu inibidor especifico Ac-Asp-Glu-Val-
Asp-OH (BioAgency Biotecnologia Ltda). Apds este periodo, as células
foram centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm e lavadas com PBS gelado.
O sobrenadante desprezado e o botdo celular ressuspenso em solucao de
PBS contendo 1% de paraformaldeido. A leitura e analise da expressao em
unidades arbitrarias de fluorescéncia dos receptores na superficie celular
foram realizadas em citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton & Dickinson,
USA ). Neste estudo, foi utilizado o programa “Cell Quest” (BD), com
aquisicao de 100.000 eventos, tendo como parametros FSC (tamanho) e
SSC (granulosidade/complexidade) em FL1/FL2, a deteccdo da intensidade
de fluorescéncia da reag¢do antigeno/anticorpo conjugado a PE e/ou FITC.

4.7 Ensaios de proliferacao celular

Para caracterizar a atividade proliferativa das células de melanoma
B16F10 foi realizado o ensaio de proliferacdo com o marcador
carboxifluoresceina (CFSE - Carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl
Ester — Molecular Probes). Inicialmente foi necessario padronizar o protocolo
para utilizacdo deste marcador nas células de melanoma B16F10 no intuito
de se identificar a concentracao ideal do CFSE para esta marcacao.

O CFSE, diluido em PBS 0,1% albumina humana em diferentes
concentracdes, foi adicionado ao meio com as células para a marcagao. O
tempo de marcacgédo foi de 10 minutos a 37° C, homogeneizando a cada 3
minutos. A marcacgao foi interrompida adicionando cinco vezes o volume de
meio RPMI 10% de SBF e incubando-se por 5 minutos em gelo e no escuro.
As células foram, entdo, lavadas trés vezes com 20 mL de RPMI 10% SBF e
ressuspendidas em 1 ml de RPMI 10% de SBF para a contagem. Uma
aliquota de células foi separada para verificar a intensidade de marcacao
das células com CFSE no dia da marcacao (dia zero) em citdbmetro de fluxo.
Apo6s a determinacdo da concentracdo ideal para a marcacao das células
B16F10, o experimento foi realizado seguindo os protocolos do tratamento
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na expansao (descritos no item 4.1). Portanto, as células B16F10 marcadas
com CFSE foram plaqueadas em 19 garrafas de cultura de 25 cm? e
cobertas com papel aluminio para evitar perda de fluorescéncia durante o

experimento.

4.8 Analises histopatoldgicas e imunohistoquimicas

Foram retirados pequenos fragmentos de aproximadamente 0.2cm?
das bidpsias dorsais e de 6rgaos (pulmao, figado, baco, pancreas e rins) dos
animais portadores de melanoma B16F10, pesados e fixados por 24 horas
em tampao formalina, tamponado com o pH 7,4 para a realizagdo de
analises histopatoldgicas, bem como de seus tumores e metastases, para
serem corados de diversas maneiras, possibilitando uma melhor
visualizagdo das manifestagdes ocorridas no microambiente celular, como
diferenciacdo celular, neoformacdo vascular, apoptose, necrose,
regeneracao tecidual e hemorragias.

Apoés periodo de fixagcdo de 24 horas, utilizando |amina histolégica
sobre tdbua de macroscépica, foram retiradas duas amostras retangulares
de cada fragmento do tumor. Todas as amostras foram acondicionadas em
capsula histolégica e colocadas no autotécnico (Leica® modelo RM 2145)
para processamento “overnight”, sendo desidratadas em concentragdes
crescentes de alcool etilico a 70, 80 e 90%. Posteriormente, foram
diafanizadas em xilol contendo misturas sequencialmente concentradas de
parafina durante 12 horas. Realizada inclusdo em parafina quente (Leica®
modelo EG 1160), os blocos foram microtomizados (Leica® modelo RM
2145) em cortes de 5um e dispostos em lamina de vidro de 75 x 25 mm3,
realizando dois niveis de corte para cada area de estudo e, a seguir, as
laminas foram coradas pelos métodos imunocitoquimicos de Ki67. Todas as
laminas histopatolégicas e imunohistopatolégicas foram confeccionadas no
Laboratério Central de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.
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4.9 Padronizacoes de armazenamento e transporte das amostras
Foram padronizados meios de armazenamento e de transporte das

amostras celulares e das bidpsias com objetivo de manter a integridade

celular das amostras para as analises espectrais.

Substéncias utilizadas: Meio de cultivo RPMI 1640 para células de

melanoma B16F10; soro fetal bovino (SFB); solucdo de tripsina/EDTA,;
antibiéticos/antimicéticos (Sulfato de Gentamicina 50 mg/L e Anfotericina B 2

mg/L) crioprotetor DMSO na concentragao 10%.

4.10 Congelamentos das células

Foram utilizados criotubos contendo células de melanoma B16F10
com uma concentracdo de 10° células/mL cada. As células tripsinizadas
foram coradas com azul de Trypan e a contagem em camara de Neubauer,
como descrito por Butler e Dawson®. A concentragdo celular foi ajustada
com RPMI (células de melanoma B16F10) com 10% de SFB, de modo que
cada criotubo contivesse 1x10° células. Em seguida, foram adicionados 10%
do crioprotetor DMSO a tal ponto, que o volume final para cada criotubo
fosse de 1mL. Os criotubos contendo as células ressuspendidas na solugcéo
de congelamento foram armazenados a -70°C por 18 horas. Apds isso,
foram acondicionados em nitrogénio liquido (-196°C) onde permaneceram
até o momento do descongelamento.

Os criotubos foram retirados do nitrogénio, descongelados em banho-
maria a 37°C e ressuspendidos em 9mL de RPMI e com 10% de SFB. Apos
a ressuspensao, as trés amostras foram novamente centrifugadas e
novamente suspendidas em solucdo composto por SFB (10%) mais agua
deuterada (D20O). A concentracéo celular foi determinada e a porcentagem
de recuperagao foi calculada através da estimativa do numero total de
células recuperadas em relacao ao numero de total de células congeladas.
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4.11 Ensaios colorimétricos de reducao do MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) por desidrogenase
mitocondriais

Para determinacédo da porcentagem da viabilidade celular utilizou-se
ensaio de MTT. Em uma microplaca de 96 poc¢os foram adicionados 100 pL
da suspensao celular de cada tratamento. Cada criotubo foi semeado em
triplicata perfazendo um total de 9 pocos por tratamento. Como controle,
foram utilizadas células de melanoma e melanécitos normais tripsinizadas e
ressuspendidas apenas em RPMI com 10% de SFB em uma concentracao
de 10° células/mL. A placa foi incubada 24 hs em estufa a 37°C, com
atmosfera a 5% de CO® Em seguida o sobrenadante foi removido e
adicionado 20pL de MTT. A placa foi incubada por 4 horas, protegida da luz,
a 37°C, com atmosfera a 5% de CO?. Retirou-se o MTT, adicionou-se 50uL
de etanol por poco e incubou-se por 10 minutos por 37°C, em seguida,
retirou-se o sobrenadante e foi feita a leitura em 2 comprimentos de onda,
570nm e 650nm. A porcentagem da viabilidade celular (PVC) foi
determinada pela seguinte férmula: PVC = média da diferenca (570-650) dos
pocos tratados x (100) /média da diferencga (570- 650) dos poc¢os do controle.
As analises espectrais das amostras foram realizadas conforme metodologia

descrita abaixo.

4.12 Aquisicoes de espectros por RMN de 'H e **C, *'P

Experimentos de 'H, uni e bidimensionais foram adquiridos em
espectrometro Bruker Avance Il (colaboracdo com Projeto JP FAPESP
05/59571-0 — Prof°Dre. Alviclér Magalhaes), operando a 400.13MHz para
1H, equipado com sonda de alta resolugdo sob rotagdo no angulo magico
(Higth Resolution Magic Angle Sppining — HRMAS) de 4mm de tripla
ressonancia (HCP).

Protocolo de aquisicdo dos espectros

Foram utilizados basicamente experimentos de supressédo de duplo-
sinal de solvente e agua via onda continua e gradientes de campo pulsados,
além de sequéncias 1D que utilizam metodologias adiabaticas em suas

sequéncias de pulsos.
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Tabela 1 - Parametros de aquisicao de uma sequéncia 1D ZGF2PR (dupla
supressao de sinal) para obtencao de espectros de H de amostras de células de
melanoma B16F10.

Solvente/Solugdo Congelamento

H20 + DQO + DMSO

Calibragdo com amostra padrao

H20 + D20 (6 = 4,7 ppm)
DMSO (6 = 2,6 ppm)

Temperatura da amostra

300k

Sequéncia de Pulso

1D ZGF2PR

Supressao de agua

Modelagem de

excitacao
Angulo do pulso de excitacdo 90
Angulo de reorientacédo do pulso 180
Tempo de relaxamento 3s
Dimenséo direta da largura de

3200Hz
varredura
Dimenséo indireta do nimero de

16384
pontos dos dados
Dimenséo indireta da largura de

50Hz

varredura

NuUmero de transientes

Tipicamente 8 por

incremento

N°de Scans

Ns = 256

Tempo de aquisicéao

Tipicamente £16 min
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Tabela 2 - Parametros de aquisicao de uma sequéncia 1D CPMG (t2*) para
obtencao de espectros de H de amostras de células de melanoma B16F10.

Solvente H20 + D20
Calibragao com amostra padrao | H20 + D20 (6 = 4,7 ppm)
Temperatura da amostra 300k

Sequéncia de Pulso

1D CPMG (spin-eco t2)*

Supressao de agua

Modelagem de excitacao

Angulo do pulso de excitacao 90
Angulo de reorientacédo do pulso | 180
Tempo de relaxamento 4s
Dimenséo direta da largura de

6010Hz
varredura
Dimenséo indireta do numero de

16384
pontos dos dados
Dimenséo indireta da largura de

50Hz

varredura

] . Tipicamente 8 por
Ndmero de transientes ,
Incremento
Ns = 256

Tipicamente 20 min

N°de Scans

Tempo de aquisicéo

HRMN das células B16F10 mantidas em cultura:

Foi avaliado o potencial da RMN de alta resolugdo, em conjunto com
a andlise multivariada, para encontrar correlacbes consistentes entre a
composigado de amostras de células de melanoma B16F10, determinando as
diferengas metabdlicas dos dias 5° 15° e 25° Apds realizar as culturas
celulares, as células foram congeladas em nitrogénio liquido, processadas e
analisadas por espectroscopia de RMN. Foram utilizadas sequéncias 1D de
dupla saturagdo, filtro T2 e realizados espectros de 'H e *'P. Apés a
aquisicao dos espectros os dados foram processados no programa
TopSpin® e iniciadas a identificagdo e caracterizagdo dos sinais.
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HRMN das biépsias de melanoma murino:

Amostras das biépsias de melanoma murino, tecido adjacente
colhidas de pecas cirurgicas removidas de animais portadores de melanoma
B16F10 e biopsias de tecido subcutdneo de camundongos normais foram
analisadas através da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de alta
resolucdo com rotacao segundo o angulo magico (HRMAS).

Os animais foram divididos em 3 grupos, classificados como 5°, 15°¢
25° periodo pés-implantacao das células tumorais B16F10 em dorso de
camundongos C57. Grupo | - Apdés o 5° dia de inoculagdo das células
tumorais (B16F10) foram realizadas bidpsias dos tumores e tecidos
contralaterais (adjacente) da derme retirados por biépsias com instrumento
cirurgico dermatolégico, PUNCH de 0,2 mm de diametro, e armazenados
imediatamente em nitrogénio liquido para serem avaliados por
espectroscopia de RMN; Grupo Il - Ap6s o 15° dia de inoculacao das células
tumorais (B16F10) foram realizadas bidpsias dos tumores e tecidos
contralaterais da derme retirados por bidpsias e armazenados
imediatamente em nitrogénio liquido para serem avaliados por
espectroscopia de RMN; Grupo Il - Apdés o 25° dia de inoculagdo das
células tumorais (B16F10) foram realizadas bidpsias dos tumores e tecidos
contralaterais da derme retirados por bidpsias e armazenados
imediatamente em nitrogénio liquido para serem avaliados por
espectroscopia de RMN. Os animais foram avaliados durante 30 dias. Foram
analisadas 5 amostras a cada periodo. A andlise através da RMN-HRMAS
permitiu uma analise direta de pequenas quantidades de tecido mantendo-o
intacto (ca. 20 mg), permitindo a caracterizagdo detalhada da sua
composicado quimica e de suas propriedades moleculares dinamicas. Através
de métodos de aquisi¢cdo unidimensional 1D, foram realizados espectros de
'H e iniciada a identificacdo das estruturas de metabdlitos endégenos,
presentes em concentragbes submilimolares (ppm), envolvidos em
diferentes vias bioquimicas. Para a discriminagéo entre tecido neoplasico e
tecido normal adjacente, foram investigadas as variacdes entre as amostras

e a observacao direta dos espectros. Foram utilizadas sequéncias 1D de
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saturacdo, filtro T2 e realizadas espectros de 'H. Apés a aquisicdo dos
espectros os dados foram processados no programa TopSpin® e iniciadas a
identificagédo e caracterizagdo dos sinais.

Figura 11— Instrumentacao em HRMAS-NMR, esquema de preparo da amostra e
aquisicao dos espectros.
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos citoldgicos do crescimento da linhagem tumoral de
melanoma B16F10

As células da linhagem tumoral de melanoma murino B16F10 foram
adquiridas do banco da American Type Culture Colletion (ATCC) e
cultivadas em frascos com meio de cultura (RPMI-1640), suplementado com
10% de soro bovino fetal (SFB). Ap6s a confluéncia celular, as células foram
armazenadas em criotubos e congeladas em solugcdao de congelamento,
contendo 10% de DMSO (dimetil-sulféxido de sédio), e mantidas em
nitrogénio liquido. Foram separadas amostras das células de melanoma
B16F10 para as anélises de padronizacao de armazenamento celular e para
espectroscopia de HRMAS-RMN. O aspecto de crescimento celular foi
acompanhado em microscépio invertido, fotodocumentadas nos diferentes
periodos e mostraram-se células aderentes fusiformes, com produgédo de

pigmento acastanhado (Figura 12).

059 dias de cultura 152 dias de cultura I 25°dias de uItua
Figura 12 — Fotomicroscopia obtida em microscépio invertido de culturas de melanoma murino

B16F10 mostrando a progressao do crescimento celular nos periodos de 52 (A), 152 (B) e 252 (C)
dias até atingirem a linha de confluéncia. Aumento de 20 e 40X.
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5.2 Analises das Fases do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

A persisténcia do estresse oxidativo, geracdo de metabdlitos
secundarios em células tumorais pode explicar parcialmente algumas
caracteristicas do crescimento do tumor, como a ativacdo dos proto-
oncogenes indutores da divisdo celular, reparo de DNA, fatores de
transcricdo, instabilidade genbmica, resisténcia a radioterapia ou a
quimioterapia, invasédo e disseminagcdo. Um dos mais importantes fatores a
ser considerado em relacao a situagdo de estresse oxidativo & o balanco
entre radicais livres e sistemas antioxidantes e a capacidade de proliferacao
celular. Neste projeto foram avaliadas separadamente as populacbes de
células contidas no ciclo celular e as células mortas que apresentaram DNA
fragmentado, conforme descrito no item Materiais e Métodos.

A Tabela 3 representa o processo de crescimento das culturas
celulares da linhagem de melanoma B16F10 comparado, estatisticamente,
aos periodos de 5°, 15° e 25° dias nas diferentes fases do ciclo celular. Nos
periodos de 5° e 15° dias, observa-se uma progressao do crescimento
celular representado pelo aumento na fase GO/G1. Em contrapartida, no
periodo de 15° dias observa-se uma parada na fase de sintese (S) e inicio
da replicacao celular (S>G2/M) com a formagao de clones celulares. Nota-se
aumento gradativo na populacdo celular com DNA fragmentado,
supostamente devido ao aumento da densidade celular.

Tabela 3- Fases do ciclo celular das células de melanoma murino B16F10
obtidas por citometria de fluxo. Expresso em média + desvio padrao n=05
animal/grupo.

5°dias/cultural 15° dias/cultura i 25 ° dias/cultura

Fases do ciclo celular B16F10
N=05 N=05 N=05

DNA fragmentado 12,3%£1,3 (M27,2+1,5*** | (M) 37,0£2,7**
G0/G1 49,2+4.0 () 8,01, 7 | (\) 16,1£3,9***
Fase-S 16,941,2 17,314,7 18,1+1,2

G2/M 50,2+2,0 (\) 70,8+4,0 (MN) 60,1£1,5

*** diferenca significativa p<0.001. Teste de variancia de Anova.
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5.3 Analises dos parametros tumorais do crescimento dorsal dos
camundongos portadores de Melanoma B16F10.

Apbs o 5° dia da implantagcdo de 5x10* células tumorais na regido
dorsal, 100% dos animais apresentavam tumores dorsais préximos aos
locais de inoculacdo apresentando em média volume de 0.10 + 0.05cm®. Os
animais de todos os grupos de experimentacdo acondicionados em grupos
de 05 animais por gaiola foram pesados e realizadas as medicdes do
comprimento e a largura do tumor, com o auxilio do paquimetro, além de
fotodocumentados. O aspecto macroscopico dorsal dos diferentes periodos
de estudo esta apresentado na Figura 13.

Os animais foram observados diariamente e, ap6s 25° dia de
implantagéo, foram sacrificados por deslocamento cervical, necropsiados 0s
tumores dorsais e as metastases presentes nos 6rgaos internos, (coragéo,
pulmao, figado, rins, bago), pesados e fixados por 24 horas em tampao
formalina, tamponado com o pH 7,4 para a realizacdo de analises
histopatolégicas. Macroscopicamente, os tumores dorsais apresentavam-se
pigmentados e com areas de necrose, com extensas areas de ulceragéo,
extremamente irrigada e ocupando um volume expressivo em relacao a
superficie corporea total do animal, principalmente iniciando-se a partir do

15° dia e estendendo-se até o 25° dia de experimentagéo (Figuras 13B e C).
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Figura 13 Aspecto macroscopico de camundongos C57BL/6J do 5° (A),
15° (B), 25° (C) e 30° (D) periodos poés-implantacao de células de
melanoma murino B16F10.

(A) Na regido dorsal, observa-se inicio do crescimento tumoral caracterizada por uma area
pigmentada, coloragdo castanho-preto, aderida a fascia muscular. Ainda, observam-se
areas de neovascularizagao indicando a caracteristicas neoplasicas malignas.

(B) Observa-se crescimento tumoral exponencial caracterizado por aumento significativo do
volume. O tumor apresenta areas hemorragicas, neovascularizagdo regional e em alguns
animas observou-se um espraiamento da massa tumoral na regido da coluna vertebral
dorsal demonstrando sua agressividade tumoral e de sua invisibilidade tecidual local e a
distancia.

(C) Observa-se crescimento tumoral exponencial caracterizado por aumento do volume. O
tumor apresenta areas hemorragicas, neovascularizacado regional e areas de ulceracéo e
necrose.

(D) Observa-se crescimento tumoral exponencial caracterizado por aumento do volume. O
tumor apresenta areas hemorrdgicas, neovascularizagao regional, areas de ulceragao,
invasibilidade tecidual e metastases em parénquima hepéatico e pulmonar.
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Figura 14 — Aspecto macroscoépico das les6es internas observadas apds a necropsia
de camundongos C57BL/6J portadores de melanoma murino dorsal B16F10 entre os
periodos de 25° e 30°.

Observam-se metastases nodulares de aspectos esbranquicados e acastanhados nos
parénquimas hepatico (A) e pulmonar (B).

A curva de crescimento tumoral foi avaliada em comparacao com as
seguintes medicoes: incidéncia, taxa de sobrevida, area tumoral e niumero
de metastases internas. O padrao de crescimento do melanoma B16F10 em
camundongos C57BL/6J revelou uma curva com padrdo sigmoide,
representada pela reta de ascendente, fase de crescimento exponencial e
uma reta com tendéncia ao declinio, decorrente da expansdo do volume
tumoral e aumento das areas de necrose tumoral (Figura 15-A), como
também diminuigao significativa da massa corpérea (Figura 15-B). Ap6s a
dissecagdo cirurgica, verificamos que o tumor implantado localizava-se no
tecido subcutaneo, apresentando coloracdo enegrecida decorrente da
producdo excessiva de liberacdo para o meio de melanina pelas células
tumorais.
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Figura 15 — Curva de crescimento do volume tumoral entre o 5° e 15° dia do implante
tumoral 5x10* células de melanoma B16F10 em camundongos C57BL/6J.

Nota-se crescimento exponencial apds 25° dia de implante e decréscimo até o momento do
sacrificio decorrente da presenga de areas de necrose.

** Diferenga proliferativa obtida pelo teste de variancia Anova.
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Figura 16 — Grafico de barra e histograma representativo do programa WIN-MDI da
média e desvio padrao das populacoes celulares nas fases do ciclo celular dos

tumores dorsais melanoma B16F10 apoés 5° dias).

5° dias (A), 15° dias (B) e 25° dias (C) de implantagédo. (unset= representa os
histogramas adquiridos pelo programa cell-quest para determinacdo da fase do
ciclo. ** diferenca significativa da taxa proliferativa celular.
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5.4 Anadlises do indice proliferativo do crescimento dorsal dos
camundongos portadores de Melanoma B16F10 por citometria de
fluxo pelo método CSFE.

O protocolo utilizado com o CFSE permitiu avaliar de maneira facil e
com grande precisdo como o marcador foi dividido igualmente entre as
células-filhas com cada divisdo celular. CFSE tem fluorescéncia muito
brilhante e, portanto, localizacdo das células em populagdes de grande
heterogeneidade, permitindo a analise simultdnea de numero celular,
posicdo, bem como o status de divisdo. Utilizamos como controle para o
estabelecimento deste método em nosso laboratorio linfécitos T obtidos de
ganglios linfaticos de (4) camundongos normais C57BL/6J de
aproximadamente 2 meses de idade estimulados com o mitdégeno
fitohemaglutinina em concentragdo 6tima mantidos por 48, 72 e 96 horas de
cultura na presenca e auséncia do fator mitogénico, as curvas de ativagéao
com o mitégeno (Figura 17). As aquisi¢des realizadas no citdbmetro de fluxo e
analisadas pelo programa Wizard Proliferation estdo apresentadas na figura
17.

A-Histograma Representativo B-Dot plot — CSFE adquirido pelo
Curva de Proliferacao Controle Positivo citometro FacsCalibur BD

Controle sem mitégeno

Células

48 hs

72 hs

Células

96 hs™

Figura 17 — Curva de proliferacao de linfécitos normais de
camundongos C57BL/6J estimulados com
fitohemaglutinina (controle / positivo)
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(A) apos 48, 72 e 96 horas de cultura. (B) Curva da distribuicdo do marcador CSFE
em células-filhas no histograma analisado pelo programa Proliferation Wizard e (C)
dot plot representativo das populagdes celulares adquiridas pelo programa Cell
Quest.

*** Diferencas estatisticas entre os tempos de cultivo. Teste de Varidncia de
ANOVA.

As células tumorais obtidas dos tumores dorsais nos periodos de 5°,
15° e 25° dias foram separadas apds a adicdo de colagenase tipo IV. A
suspensao celular foi incubada com CSFE e mantida em cultura por 72
horas, analisada a proporcdo de células em proliferacdo pelo programa
Proliferation Wizard, calculadas as proporcoes e relacbes de proliferacao
entre os tumores analisados. Os histogramas representativos de cada grupo
de experimentacao foram agrupados em o tumor de menor didmetro ou
volume e o tumor de maior didmetro ou volume (Figura 18). As médias e os
calculos estatisticos estdo apresentados na figura 19. As diferencas
encontradas demonstram claramente a relagdo entre as taxas de
proliferacao, indice de proliferacao e o volume tumoral. Tumores de 5° dias
de crescimento apresentam menor capacidade proliferativa que os demais

periodos, portanto, menor volume.



49

Figura 18 - Curva da distribuicao do marcador CSFE em células do tumor dorsal
melanoma B16F10 do histograma analisado pelo programa Proliferation Wizard

Tumores dorsais obtidos ap6s a separacao e cultivados de amostras de 5° (A e B),
15°(C e D) e 25° (E e F) dias apéds o crescimento tumoral dorsal.
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Figura 19 - Grafico de barras representando a média e desvio padrao
das diferentes indices proliferativos dos tumores dorsais apos 5°, 15°e
25° dias de experimentacao.

*** Diferencgas significativas, Teste de Variancia de ANOVA.

5.5 Analises histopatoldgicas e imunohistoquimicas das bidpsias
obtidas dos tumores dorsais de melanoma B16F10 implantado em
camundongos C57BL/6J apés 5° 15° e 25° dias de
experimentacao.

Ap6s 5° dias da implantagdo das células tumorais, os tumores
apresentavam-se pequenos. Com volumes pequenos foram processados
para as andlises histolégicas de rotina H/E e corados para
imunohistoquimica para o marcador de proliferacdo Ki-67 M. A analise
histopatolégica do tumor revelou grande quantidade de células tumorais,
presenca de pigmento melanico, acastanhado no interior das células
tumorais e distribuido, presencas de mitose foram detectadas e as analises
do marcador Ki-67 foram positivas em todas as células encontradas nos
nédulos ou nichos de crescimento tumoral, como destacado na figura 20
(A,B,C e D). Nao foram detectados infiltrados inflamatérios mononucleares
dignos de nota. Raras areas de invasdo local, de necrose e de ulceragédo
foram observadas. As fotomicrogréafias representam amostras de cada grupo

experimental, saliento que todas as amostras obtidas neste projeto foram
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analisadas e o processamento em programas de andlise e morfometria
ainda nao foi concluido.

Ap6s 15° dias da implantacao das células tumorais, os tumores
apresentavam-se com grande volume, alguns animais apresentaram
ulceracdo e pequenas areas de necrose. A analise histopatolégica do tumor
revelou grande quantidade de células tumorais, presenca de pigmento
melanico, acastanhados no interior das células tumorais e distribuidos,
grande quantidade de mitose e vasos neoformados. A marcacdo para a
deteccéo da capacidade proliferativa por imunohistoquimica com o marcador
Ki-67 foram positivas em sua totalidade, destacam-se as areas em necrose
altamente positivas. Nao foram detectados infiltrados inflamatérios
mononucleares dignos de nota. Raras areas de invasao local, areas de
necrose foram detectadas em maior extensao nos cortes analisados e de

ulceragao foram observadas na figura 20 (E,F, G e H).

As analises dos tumores obtidos dos animais de 25° dias de
experimentacao apresentavam-se com grande volume, ulceragdo e areas de
necrose. A analise histopatolégica do tumor revelou grande quantidade de
células tumorais, presenca de pigmento melanico, acastanhado no interior
das células tumorais e distribuido, grande quantidade de mitose, e vasos
neoformados, como também a deposicdo de fibras que constituiram o
estroma tumoral. A marcagdo para a detec¢do da capacidade proliferativa
por imunohistoquimica com o marcador Ki-67 foram positivas em sua
totalidade, destacam as areas em necrose altamente positivas. Nao foram
detectados infiltrados inflamat6rios mononucleares dignos de nota. As areas
de invasao local, areas de necrose foram detectadas em maior extensao nos

cortes analisados e de ulceracdo na figura 20 (I,J,L e M).
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Figura 20 - Fotomicrografias representativas dos cortes histologicos dos
tumores dorsais de melanoma B16f10 apdés 5° 15° e 25°dias de
crescimento em camundongos C57BL/6J.
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A e B - Nota-se presenca de células tumorais com pigmento melanico (setas),
figuras de mitose (seta) e vasos sanguineos e raro infiltrado inflamatdrio
intratumoral (circulo). Aumento 400X, coloracao H/E.

C e D - Nota-se expressao do marcador de proliferacao celular nos nichos de
células tumorais, destacadas nas setas e circulo. Aumentos 200X e 400X,
coloragéo imunohistoquimica.

E e F - Nota-se presenca de células tumorais com pigmento melanico (setas),
figuras de mitose (seta) e grande quantidade de vasos sanguineos e raro infiltrados
inflamatdrios intratumoral e areas de necrose (circulo). Aumento 400X, coloragéao
H/E.

G e H - Nota-se expressao do marcador de proliferagdo celular em todo o tecido
tumoral, a quantidade de estroma é pequena e areas de necrose mostraram
fortemente marcadas (Circulo) nos nichos de células tumorais, destacadas nas
setas e circulo. Aumentos 200X e 400X, coloragao imunohistoquimica.

| e J - Nota-se presenca de células tumorais com pigmento melanico (seta em
preto), figuras de mitose (seta em vermelho) e grande quantidade de vasos
sanguineos e raro infiltrados inflamatérios intratumoral e grandes extensos de
necrose e estroma tumoral (circulo e sete em amarelo). Aumentos 200X e 400X,
coloragao H/E.

L e M - Nota-se expressdao do marcador de proliferagéo celular em todo o tecido
tumoral, a quantidade de estroma em dareas de necrose mostraram fortemente
marcadas (setas) nos nichos de células tumorais, destacadas nas setas e circulo.
Aumentos 400X, coloragéo imunohistoquimica.

5.6 Analises do potencial elétrico da membrana mitocondrial das
células de melanoma B16F10, utilizando a sonda Rodamina - 123
por citometria de fluxo.

A determinagdo do potencial elétrico interno da membrana
mitocondrial foi realizada por citometria de fluxo utilizando como sonda a
rodamina - Rho123, uma sonda lipofilica catibnica fluorescente que se
distribui no compartimento mitocondrial, emitindo fluorescéncia verde,
medida na regido de 530 nm (canal de intensidade FL1), que € proporcional
a quantidade absoluta de Rho123. Assim, a redugcao na fluorescéncia esta
relacionada com a despolarizacdo, ou seja, a perda do potencial da
membrana mitocondrial interna.

Os resultados das analises do potencial elétrico da membrana
mitocondrial das células de melanoma B16F10, obtidas dos animais
portadores de tumores dorsais nos periodos de 5° 15° e 25° dias utilizando
a sonda Rodamina - 123 por citometria de fluxo demonstraram dois tipos de

populacées celulares, a primeira apresentando baixo metabolismo,
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denominada no programa de aquisicdo de M1 e a segunda apresentando
alto metabolismo, denominada no programa de aquisicao de M2.

A intensidade de fluorescéncia em M2 é uma caracteristica de células
tumorais sendo justificada por estas células apresentarem populagdes
diferentes e com dominio de células com alto metabolismo. Os resultados
dos diferentes periodos de anéalise demonstraram claramente o aumento da

proporcao de células tumorais com alto metabolismo.
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Figura 21 Histograma (A) e Grafico de barra (B) representando
a média e desvio padrao das populacoes celulares com baixo
metabolismo (M1) e alto metabolismo (M2) do potencial elétrico
mitocondrial adquirido por citometria de fluxo, nos diferentes
periodos apds a implantacao das células tumorais 5°, 15°e 25°
dias.
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5.7 Anadlises da expressao de marcadores das vias de morte
celular a caspase-3 fosforilada e de checagem do ciclo celular
ciclina D1.

As ciclinas sdo importantes mediadores da atividade das cdks e seus
niveis sao variaveis durante o ciclo celular. As ciclinas estdo divididas em
trés classes especificas: ciclinas G1-S, ciclinas S e ciclinas M. O nivel de
ciclina é regulado pela expressao génica e degradacao proteica. A ciclina D1
€ uma das proteinas envolvidas na transicao celular da fase do ciclo de G1
(repouso), para a fase S (sintese) tanto em células normais como em células
neoplasicas. A superexpressao da proteina ciclina D1, como resultado de
ativagdo do gene, remove a regulagdo normal do ciclo celular causando
proliferacdo celular descontrolada e transformacdo para um fenétipo
neoplasico.

Os resultados obtidos mostraram aumento significativo e gradual na
expressao da ciclina D-1 nos periodos de 15° e 25° dias, fase exponencial

do crescimento tumoral. Os resultados estao apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Grafico de barras representando a média e desvio
padrao da expressao do marcador de checagem do ciclo
celular, ciclina D-1 em células tumorais obtidas dos tumores
dorsais apos 5° 15° e 25° dias da implantacao dorsal em
camundongos C57BL/6J. .

*Diferengas significativas entre os grupos. Teste de variancia de ANOVA
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Marcadores de morte celular programada, tais como a cisteina
protease 32, conhecida como caspase-3, responsavel pela clivagem
proteolitica de varias proteinas. A ativagcdo sequencial das caspases
desempenha um papel central na fase de execucao da apoptose celular. As
caspases existem como pro-enzimas inativas que depois sofrem um
processamento proteolitico em residuos de aspartato, para produzirem duas
subunidades, uma pequena e outra grande, que dimerizam para formar a
enzima ativa.

Os resultados mostraram diminuicdo significativa na expressédo da
caspase -3 fosforilada apds o 25° dia de implantacéo, fase exponencial final
do crescimento tumoral, onde foi observado aumento das areas
macroscopicas de necrose e nos experimentos para a determinacado das
fases do ciclo celular, aumento da fracdo de células com DNA fragmentado.

Os resultados estao apresentados na Figura 23 .

100+

80+

60 -

40+

(%) Expressao Caspase -3 fosforilada

&5

1
# NG qf?
Dias Apés Implantagie Tumeor Melanoma B16F10

Figura 23- Grafico de barras representando a média e desvio padrao da
expressao do marcador de morte celular programada, caspase-3
fosforilada efetora, em células tumorais obtidas dos tumores dorsais
apdés 5°, 15° e 25° dias da implantacao dorsal em camundongos
C57BL/6J.
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**Diferencgas significativas entre os grupos. Teste de variancia de ANOVA.
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Figura 24- Grafico de barras representando as médias * dp da expressao dos
marcadores da progressao do ciclo celular no melanoma B16F10 apos 5°, 15° e 25° dias
do crescimento dorsal.

** Diferengas estatisticas — Teste de Variancia de ANOVA

5.8 Analises da expressao dos receptores CD34 e VEGF-R1 por
citometria de fluxo dos tumores dorsais de melanoma B16F10
implantado em camundongos C57BL/6J apds 5°, 15°e 25° dias de
experimentacao.

O antigeno CD 34 é uma glicoproteina transmembrana que esta
expresso em células endoteliais, nos fibroblastos embrionarios e em
algumas células do tecido nervoso fetal e adulto. As células que expressam
o antigeno CD34 sdo denominadas CD 34 positivas (CD34+) e foram
identificadas por citometria de fluxo, utilizando-se o anticorpo monoclonal —
anti-CD 34.

As andlises da expressdo do marcador CD34 mostraram aumentos
significativos nos tumores dos periodos de 15° e 25° dias de
experimentacao; entretanto, ndo ha diferencas entre a progressdo de
crescimento (Figura 16 e Tabela 1).
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Outro marcador estudado neste projeto foi o VEGF-R1. O VEGFR-1
localiza-se na superficie de células hematopoiéticas do tecido, macréfagos e
mondécitos, bem como endotélio vascular. Os VEGFRs sao receptores do
tipo tirosina-quinase ativados através de dimerizacao induzida por ligantes,
envolvidos no controle da formacao de vasos sanguineos e linfaticos. A
expressao do receptor R1 para o VEGF dos tumores de melanoma B16f10
mostrou aumento significativo de expressdao ao longo do crescimento

tumoral (Tabela 4).

Tabela 4 — Porcentagem de expressao dos marcadores CD34 e VEGF-R,
expresso em média + dp em células obtidas do tumor dorsal de melanoma
B16F10 implantado em camundongos C57BL/6J apos 5° 15° e 25° dias de
experimentacao

Marcador Marcador

Tumor Dorsal

CD34 VEGF-R1
Melanoma B16F10

(n=05) (n=05)

Tumor 5° dias ap6s a implantacao

42.4 +9.7 61.7 +18.7

Tumor 15° dias apos a implantacao 70.7 £15.2° 82.6 +21.3"

Tumor 25° dias apos a implantacao
78.4 £ 23.2* 91.5+ 28.2***

*Diferencas significativas

5.9 Aquisicoes de espectros por RMN de 'H

Os espectros de aquisicées por RMN de 'H em ambos os pulsos de
pré-saturacao e excitacdo conseguiram esculpir uma supressdo quase
completa da agua e com uma base muito plana, como pode ser visto nos
espectros em ¢ e d apresentados na Figura 25. No entanto, resultou em uma
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perda significativa do sinal, especialmente nas regides de concentragdo
lipidica (entre 1 a 3 ppm) quando comparados aos espectros adquiridos sem

a utilizacao de supressao de agua, os espectros a e b apresentados na

Figura 25.
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Figura 25 - Espectro utilizado na sequéncia de pulso 1D ZGPR com excitacao e
supressao de agua (regiao 4.7 ppm) de células de melanoma B16F10.

Este espectro foi adquirido através de um pulso de 90. Na figura A, todos os
espectros sdo da mesma escala. As figuras B e C demonstram a relacao do sinal

da agua sem e com saturagao, respectivamente

As amostras de cultura celular, além de apresentarem altas

concentracées de H>0 também possuem uma concentragdo significativa do

crioprotetor DMSO. Para reduzir os sinais do DMSO, nas analises

espectrais, foi utilizada uma sequéncia de dupla saturacdo, denominada de

ZGF2PR. Espectros apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Espectro utilizado na sequéncia de pulso 1D ZGF2PR com excitacao e
supressao de agua (4,7ppm) de células de melanoma B16F10 e supressao seletiva

do crioprotetor DMSO (2,6ppm)
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As amostras celulares e os tecidos tumorais apresentam altos sinais
provenientes de moléculas de alta massa molecular, tais como os
componentes das membranas da parede celular. Devido ao fato destes
componentes serem rigidos, ou seja, apresentarem baixa mobilidade
molecular, também possuem T2 curtos, ocasionando o alargamento dos
seus sinais, que por sua vez causa a sobreposicao de outros sinais, como o
das moléculas de baixa massa molecular, dificultando a interpretacdo dos
dados. Entdo, para minimizar estes sinais foi utilizada uma sequéncia

especifica que filtra os sinais T2 curtos, a sequéncia CPMG.

|
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5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 27 - Comparacao entre espectros de RMN de 1H de amostras de cultura celular
de melanoma B16F10 adquiridos com a sequéncia ZGF2PR (Superior) e CPMG
(Inferior).

A sequéncia CPMG reduz os sinais alargados referentes as macromoléculas
devido a perda de coeréncia dos vetores magnetizagdo destas no plano xy.
O espectro é caracterizado com linhas de base e picos mais definidos. E,
ainda, observa-se um melhoramento das regides saturadas 4.7 e 2.6 ppm.
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5.10. Analise e identificacao dos espectros de amostras de
células e tecidos de tumores de melanoma murino B16F10 por
RMN de 'H.

Apos realizar as culturas celulares, as células foram armazenadas e
transportadas em nitrogénio liquido ao Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Unicamp (Prof° Responsavel
Alviclér Magalhdes). Ap6s o descongelamento, as células foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos e foi retirado o sobrenadante
composto principalmente de SFB + DMSO. As células foram lavadas com
agua deuterada e novamente centrifugadas. Ap6s a segunda centrifugacao e
retirado o sobrenadante, as células foram colocadas em um rotor de 12 uL
levadas a sonda HRMAS e inicializado as leituras espectrais. Todos o0s
experimentos foram padronizados preconizando o cuidado na preparacao
das amostras e a calibracdo dos equipamentos.

Foram utilizadas sequéncias 1D de dupla saturacao, filtro T2 e
realizados espectros de "H. Apds a aquisicao dos espectros, os dados foram
processados no programa TopSpin® e iniciada a identificacdo e
caracterizacao dos sinais utilizando também o programa LC Model e dados
existentes em bancos de dados relacionados com projetos em metaboloma
e na literatura. Na Figura 28, observa-se espectro 1D de 'H adquirido com a
sonda HRMAS (4000 rpm, 293K e tempo de aquisicdo de +20 min). O
espectro das amostras de cultura celular de melanoma B16F10 (Figura 28)
demonstra o ajuste da sequéncia de aquisicdo CPMG, iniciando por um
pulso de pré-saturagdao da agua (escala 4,7 ppm) e do DMSO (escala 2,6
ppm), seguido de pulsos de excitagdo e otimizacdo para reajuste de
potencial e ganho definindo os picos. Os picos em estudos sdo os que
absorvem na escala, em ppm, 1.0 ao 7.0 ppm. No espectro foram
observados altos niveis de acidos graxos (0 a 2,5 ppm) e de
aspartato/asparagina (2,83ppm). E na faixa da escala de 2,75 — 4,5ppm
observa-se grande concentragdo de metabdlitos.

Os animais foram avaliados levando-se em consideracdo a evolucao
tumoral. A partir do 5° dia e sucessivamente nos dias 15° e 25° dias pos-

implante, os animais foram submetidos a eutandsia por deslocamento
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cervical. Em seguida, os tumores e tecidos contralaterais da derme foram
retirados por bidpsias com instrumento cirdrgico dermatolégico, PUNCH de
0,2 mm de diametro, armazenados imediatamente e transportados em
nitrogénio liquido para serem avaliados por espectroscopia de RMN.

Para a discriminacdo entre tecido neoplasico e tecido normal
adjacente, foram investigadas as variacbes entre as amostras e a
observacdao direta dos espectros. Foram utilizadas sequéncias 1D de
saturacdo, filtro T2 e realizados espectros de 'H. Apds a aquisicdo dos
espectros, os dados foram processados no programa TopSpin® e iniciada a
identificagéo e caracterizagédo dos sinais.

Os espectros adquiridos de bidpsias e de tecidos colaterais do 5°dia
poés-implante (Figura 29 e 30, respectivamente), em comparacgao,
evidenciaram altos niveis de acidos graxos + lactato (0 a 2,5 ppm) e alto
nivel de a — glicose (5,23ppm) caracterizando um aumento no metabolismo
celular observado nos espectros das bidpsias de tumores melanoma
B16F10. Outros metabdlitos evidenciados como colina, lisina, serina,
fenilalanina estdo correlacionados com a atividade tumoral.

Os espectros adquiridos de bidpsias e de tecidos colaterais do 15°dia
pds-implante (figuras 29 e 30, respectivamente), em comparac¢ao, evidenciou
altos niveis de acidos graxos + lactato (0 a 2,5 ppm) e um alto nivel de colina
(2,94ppm), que, de acordo com a literatura, estdo relacionados com perfis
bioquimicos tumorais. Em relacao ao espectro do 5° dia pds-implante, ha
uma reducao dos niveis de a — glicose (5,23ppm), sugerindo uma mudanca
do metabolismo frente ao microambiente. Outros metabdlitos evidenciados
como colina, prolina lisina, serina, fenilalanina estdo correlacionados com
atividade e progresséo celular.

O espectro adquirido de bidpsias do 25°dia pds-implante (figura 31)
evidenciou uma normalizacao dos niveis de acidos graxos + lactato (0 a 2,5
ppm) comparado com os periodos 5° e 15° dia pds-implante. Observa-se
também um aumento significativo dos niveis de prolina e fenilalanina (2,06 -

3,12ppm).
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Figura 28 - Espectros 1D de 'H por método de aquisicio CPMG de amostras de células
linhagem melanoma B16F10 em RMN-HRMAS-400Hz.



64

L a-glicoss "_'__5 . 23

-5:(331-1;_ — .13
q.68

B
O =
=

3.83
3.73
j.68
3.57
3.5%
3.47
3.33
3.32

Fozfoetalonsming

__ Zerina

—— Leucina

Glicerofosfocoling + 1soleudna

__ Mio-inositol
-glicose
Colina + Fosfocaling
Tirasona

Lad
-
=]

o T Fenilaknina 3 » 17
—Creaina___._Lisira+EtaIDnamina ~3.15
3.13

3.10
3.01
< .94
2.67
2.16

'/.1 .95

Aridosgraxns(CH2) 1.94
T -1.83
~1.63
<—-1.61
-1.50

— Alenina —_— ) -1.38

=—1.22

™,

= ] — . ~1,20
N Isoleucina T Acidosgraxos(CH) .11

AN ST

Glutamina

Metionina

B-CHz—y-CH3

L
I|
OjejaeT

1.09
_ 1.07
- = Azidosgraxos(CHS) .\l 0.96
n 0.89

] 0.87
0.80

§_‘ 0.64

Figura 29 - Espectros 1D de 'H por método de aquisicio CPMG de amostras de
biopsias de melanoma B16F10 em RMN-HRMAS-400Hz do 5° dia pés-implante.




65

SN

E o o

(]
=
=]

HL

.
. |
[=]

= )
= Fosfoetalonamina

Pod .
Ll
wn

Sering
& . —leuycina

Glicerofosfiocolina + Isoleucing
Wi o-inoezital

g-glicose
Colima + Fosfocolina

-
c_ Tiro=ore Fenilalanina

- 7  resting Lizina +Etaloramina
= i

E Cisteina

Poro o
LY
@

. #
o
w

Glutamina

MEONMNMNENRPBNUWWWOWWWWDWWRWW W WWW S & bbb b bbb pn
L
P

"
LA
4V

f

LA
L

L)

W

Metionina

IR AN

— Aridos grescs (CHS) 2.02

i

] B-CHz— y-CHy

—
e )
L5, ] Alanina
4 Izoleucing

1 e — e e -

\ 0-93
J . ??U-QE
g_.. Acidos gramos (12HS) 0.90

b 0-39

| —0.B3

. — T-0.78
- Aridoz graxos (CHy) _/—IJ, 59
s - Q.48
3 - ~

Figura 30 - Espectros 1D de 'H por método de aquisicio CPMG de amostras de biépsias do
tecido colateral de animais portadores de melanoma B16F10 em RMN-HRMAS-400Hz do
5°dia pés-implante.

soapId] + ojejae]




66

—35.73

g-glicose

—5.24

Glicerofosfooaling + lsoleudna —4.21

Fenilalaming + Mio-4nositol 4.02

Fosfoetalonamina —3 .97
Serina+a- glicoss _~—3.83

Leucina
! ———3.68
soleucing

__ Mio-inosital fg - i’g
B-glicoze —-

Frolina 3.34

t-_ Lrnsina 3.32

Manina =--—3.18

E ~Lizina+Etalonamins _\'\. 3.17
[ ] c ; : .
b - ina \ 3 . l.l:'

Colina

_——  Aspartato/ésparaging —2 .68
P AL -—2 .60

Glutationa —2.186
Glutaming + Metioning

- ; T—1.94
arginina Acidosgraxos(CHa)

Ho+ oleaen
b
o
o

B-CH.—w-CH5 "
— Aanina T P 1L:37 as

_ Aridosgraos(CH.)
|zaleucing

T Acidosgraxos(CHy)

Figura 31 - Espectros 1D de 'H por método de aquisicio CPMG de amostras de
biopsias de melanoma B16F10 em RMN-HRMAS-400Hz do 15° dia pos-implante.



w-glicoss

.40
.20
17
.03
.01
.00
97
.82
-T2
.67
.16
.34
.32
.31
.17
.16
«14
.09
.00
.93
. 65
« 59

Fosfoetalonaming
Mio-incsitol
1 Fenilataming

o - glicose
licerofostocolina

o )
T B-g licose
4 Piralinm

Fenilalamina

Colina
— Azpartato lAsparaging

UTAAATANTARTANY IV

/]

.16
-14
.12
.95
.93
.92
.81
. 60
.48
.38
.36
.23
.20
.18

Glutamins

T4+ opEpeT]

B B-CHamy-CH,

_ @ .

AV NN AN IS

P e o e e e e BB B

Izoleucing T Acidosgrxos (CH2)

‘( T hgidosgraxos(CHS)

Figura 32 - Espectros 1D de 'H por método de aquisicio CPMG de amostras de
bidpsias do tecido colateral de animais portadores de melanoma B16F10 em
RMN-HRMAS-400Hz do 15° dia pds-implante.

i

.7TB

wdd



68

& o =
=8
e

w-glicose

.
]

C3Ha

. I

o
-

Mio-inositol
Fenilalamina

o - glicose

Glicerofosfocoliva + Fozfocoling

-
&

G-glicca=
Prolina

“enilalamina

. & &
-
e

Creating

AL I SO .
S |

Colina

B B B e ) W W e L W e W G W ) e e e e el e e e e 8O
. . & 8 R W . .
e
=]

=
-

Aspartata fAsparaging

Y.

bR By
(NE 8]
<

Aridosgraxas(CHa)

)

Prolina

- -
o
r3

|utamsta
Argining

\:‘3_\_ N\
“nd

(CH2)
B-CH2—y-CH,

SHD 1 agoReT

N

i Acidosgraxos(CH2)

— §
|snleucina + Leucina '_\{

e W

Acido=graxos(CHS) \\\ 0.87
0.81
g ] 0.6

Figura 33 - Espectros 1D de 'H por método de aquisicio CPMG de amostras de
biépsias de melanoma B16F10 em RMN-HRMAS-400Hz do 25° pés-implante.




69

Apbs aquisicdo dos espectros 1D de 'H das amostras de biépsias de
melanoma B16F10 , foi realizado um estudo comparativo dos periodos (5°,
15° e 25°) de pds-implante tumoral utilizando o software Top spin. As figuras

34-38 demonstram a comparacao dos niveis de concentracao de metabdlitos

especificos expressos nos espectros 1D 'H RMN.
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Figura 34 - Analise espectral H 1D RMN demonstrando a carga lipidica (CH, e
CH;) em comparacdao com diferentes tempos da implantacao tumoral 5° dia

(verde), 15°dia (vermelho) e 25°- 30°dia (azul).
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Figura 35 - Analise espectral H 1D RMN demonstrando a presenca dos
metabdlitos fosfolipidios (Cho, PCho e GPCho) e o polialcool ciclico Mio-Inositol
em comparacao com diferentes tempos da implantacao tumoral 5° dia (verde),
15°dia (vermelho) e 25° - 30°dia (azul).
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Figura 36 — Analise espectral H 1D RMN demonstrando a carga do metabdlito

Mio-Inositol em comparacao com diferentes tempos da implantacao tumoral 5°¢

dia (verde), 15°dia (vermelho) e 25° - 30°dia (azul).
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Figura 37— Analise espectral H 1D RMN demonstrando a carga lipidica (Glicerol)
em comparacao com diferentes tempos da implantacao tumoral 5° dia (verde),

15°dia (vermelho) e 25°- 30°dia (azul).
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Figura 38— Analise espectral H 1D RMN demonstrando a carga do metabdlito

Lactato em comparacao com diferentes tempos da implantacao tumoral 5° dia
(verde), 15°dia (vermelho) e 25° - 30°dia (azul).
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Para confirmacdo dos metabdlitos foram utilizadas sequéncias
espectroscopicas de correlacao bidimensional (2D) de prétons de hidrogénio
(Figura 39).

>
ppm

Lactato (1.33; 4.11); Lipideo (0.89;1.29-1.31;1.59-1.60:2.02,2.24;2.78;5.32); Alanina (1.48; 3.78); Glicerol em lipideo (4.10: 4.30; 5.26):
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Figura 39 - Analise espectral H 2D RMN identificando os principais metabdlitos
B16F10 A,B E C. (15° dia pdés-implante).
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Figura 40 - Distribuicao porcentual da quantidade dos
metabodlitos obtidos nos diferentes periodos de
crescimento do tumor dorsal melanoma B16F10,
obtido pela analise da derivacao da integral do pico do
perfil 2D do HRMAS RMN.
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Figura 41 - Analise diferencial dos metabdlitos totais produzidos
B16F10 nos diferentes periodos de crescimento tumoral
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Figura 42— Analise diferencial dos metabdlitos
diferencialmente produzidos pelo melanoma
B16F10 nos diferentes periodos de
crescimento tumoral, utilizando como valor
de referéncia a fosfocreatina.
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5.11 Analise estatistica do perfil diferencialmente expressos
identificados nas amostras de tecidos de tumores de melanoma
murino B16F10 por RMN 2D de 'H.

AplGs as determinagdes quantitativas das amostras dos tumores nos
periodos de 5°, 15° e 25° dias foram realizados novas determinacdes dos
espectros RMN e comparados os valores obtidos e as suas diferencas
estatisticas. Os graficos de barras representativos das médias obtidas e os
valores das amostras e as diferengas estatisticas de Variancia de mdultiplas
vias de ANOVA estéo apresentados nas figuras 43 a 53. Os resultados das
diferentes quantidades em ppm mostraram diferencas significativas nos
periodos de crescimento tumoral. Os tumores apds 15° e 25° dias
apresentaram diferencas de quantidade, como o aumento nas cargas
lipidicas e nas concentragbes de glicerol, colina, fosfocolina, lactato,
aspartato, alanina, mioinositol, taurina, acetato e creatina. Em anexo os
valores obtidos das amostras, médias, desvio padrdo, coeficiente de

variagao e as analises estatisticas.
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Figura 43 - Grafico de barra dos valores das médiast dp
das concentracoes em ppm dos Lipidios Totais das
amostras dos tumores de melanoma B16F10, nos
periodos de 52, 152 e 252 dias.

Nota: As figuras 43 a 53 apresentam dados obtidos apds o processamento
matematico da derivacdo dos valores dos picos do espectro e célculo da
integral e seus dados foram normatizados utilizando-se como referéncia a
fosfocreatina; diferencas estatisticas obtidas pelo teste de Variancia de Anova de
duas vias, seguido pelo pds-teste multiplo de Tukey
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Figura 44 - Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabdlito Glicerol das amostras dos
tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 52, 152 e 252 dias.
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Figura 45 Grafico de barra dos valores das médiast dp
das concentracoes em ppm do metabdlito Colina das
amostras dos tumores de melanoma B16F10, nos
periodos de 52, 152 e 252 dias.
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Figura 46- Grafico de barra dos valores das médiast dp
das concentracoes em ppm do metabdlito Fosfocolina
das amostras dos tumores de melanoma B16F10, nos
periodos de 52, 152 e 252 dias.
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Figura 47 - Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabdlito Lactato das amostras
dos tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 59, 152 e
252 dias.
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Figura 48- Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabdlito Aspartato das amostras
dos tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 52, 152 e 25°
dias.
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Figura 49 Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabdlito Alanina das amostras
dos tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 52, 15°
e 252 dias.
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Figura 50 - Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabolito Mioinositol das amostras
dos tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 52, 152 e
252 dias.
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Figura 51 - Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabdlito Acetato das amostras dos
tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 52, 152 e 252 dias.
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Figura 52- Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabdlito Taurina das amostras dos
tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 59, 152 e 25°
dias.
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Figura 53 - Grafico de barra dos valores das médiast dp das
concentracoes em ppm do metabdlito Creatina das amostras
dos tumores de melanoma B16F10, nos periodos de 52, 152 e 25°
dias.
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6 DISCUSSAO

O metabolismo das células tumorais tem sido estudado por varias
décadas com o objetivo de desenhar novas estratégias da prevencao,
diagnéstico e terapéutica do céancer. Com base na identificacdo das
alteracoes especificas, as principais limitacbes dessa abordagem
metabdlica, como a transferéncia de resultados dos modelos experimentais
in vitro para in vivo, em que as células apresentam condicoes heterogéneas
de fornecimento de oxigenacdo, nutrientes, exposicdo de horménios e
fatores imunoldgicos. Apesar destas limitacbes, algumas classes de
alteracdes bioquimicas identificadas em tumores, especialmente através da
utiizacdo de modelos adequados de carcinbgenese ou em linhagens
celulares, possuem diferentes taxas de crescimento e niveis de
diferenciacao, por exemplo, em hepatomas ou em carcinomatose ascitica.

As principais consequéncias das neoplasias se devem ao seu
tamanho, a sua localizacdo, a sua capacidade de produzir substancias
biologicamente ativas e, no caso dos canceres, tém-se ainda os multiplos
efeitos devastadores provocados na sua sede e a distancia. Os efeitos locais
dependem em grande parte da sede e das dimensdes do tumor, podendo
causar obstrucbes e suas consequéncias naturais, compressdao e
deslocamentos de 6rgaos ou estruturas além de ulceragbes e hemorragias.
Os efeitos sistémicos estdo relacionados com transtornos metabdlicos
devido a producao de substancias toxicas ou de acao fisioldgica. Neoplasias
de glandulas endécrinas podem causar tanto reducdo como aumento de
hormonios, levando respectivamente a hipofungédo e hiperfuncédo glandular.
O estado de consuncdo progressiva, fragueza generalizada, anemia e
emagrecimento acentuado, que caracterizam o estado de caquexia, € uma
das consequéncias mais dramaticas dos canceres. Pacientes portadores de
tumores desenvolvem hipercatabolismo. Outros efeitos sistémicos sédo as
sindromes paraneoplasicas, que por vezes € a primeira manifestagdo de um
cancer, e podem ser, até, as responsaveis pela morte do paciente. Nesta

categoria estao incluidas como alteragdes principais a producao ectopica de
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horménio, alteracdes hematoldgicas (eritrocitose, anemia,
hipercoagulabilidade), manifestacbes neuromusculares (degeneracao
cerebelar, deméncia, neuropatias periféricas, manifestacoes semelhantes as
da polimiosite e miastenia gravis) e outras como osteoartropatia hipertréfica
e Acanthosis Nigricans'®.

O desenvolvimento de técnicas analiticas que tornam possiveis a
determinacdo e a quantificacdo de componentes do metabololismo
intermediario é Gtil para a compreenséao da fisiopatologia da doenca, para o
conhecimento dos mecanismos responsaveis pelos efeitos de drogas e para
a associacao entre o diagndstico e a terapia medicamentosa individualizada.

Metabolémica é o estudo do metabolismo global, de pequenas
moléculas presentes em células, tecidos, 6rgaos e fluidos biolégicos; tem o
potencial de contribuir significativamente para a investigagdo biomédica e,
em Ultima instancia, para a clinica meédica. Técnicas analiticas que
empregam a RMN tém-se mostrado uma ferramenta primordial para as
analises metabdlicas. A determinacao estrutural de metabdlitos conhecidos
utilizando véarios métodos dimensionais (1D) e (2D) de RMN é direta, ndo ha
a necessidade de padroes auténticos. A RMN é um sistema de deteccao
particularmente poderoso nas determinacfes estruturais de metabdlitos,
incluindo as posi¢des atdmicas dos atomos de '3C, °N, ou ?H e de seus
isbmeros gerados durante os estudos de rastreamento; fornece mapas
detalhados de vias bioquimicas ou redes, que podem também servir como
entradas cruciais para analise de fluxo quantitativa.

Na célula e nas amostras de tecidos, a agua € normalmente trés
ordens de grandeza mais abundante do que outros metabdlitos. Assim, a
supressao da agua € necessaria para aquisicao de espectros de RMN. Para
superar o problema da dindmica molecular e recuperar os metabdlitos que
se sobrepdem com a larga base do sinal de ressonancia da agua, optou-se
por utilizar técnicas de supressdao de agua. No entanto, o ambiente
heterogéneo celular muitas vezes complica a supressdo de agua e o forte
acoplamento da agua com a membrana dos lipidios interfere na deteccéao de
RMN de membranas associadas a componentes lipidicos. As técnicas de



88

supressdo de agua empregadas, incluindo pré-saturacdo e gradiente de
campo pulsado eco duplo-seletivo, utilizando as sequéncias de pulso ZGPR
e ZGF2PR, resultaram em uma reducao superior a 90% do sinal da agua
associado com espectros de prétons de células e tecidos e 60% de
supressao do sinal do crioprotetor DMSO, respectivamente.

Os resultados apresentados nas Figuras 25, 26 e 27 mostram que a
supressdao de agua e do crioprotetor DMSO, utilizando uma combinacao
seletiva de supressdo de excitacdo e gradientes pulsados, evita a perda de
sinal encontrado com as convencionais sequéncias de pulso. A técnica de
supressdo de agua e do crioprotetor com base na combinacdo da coleta
seletiva de pulsos de excitacdo e de gradientes de campo pulsado — onda
continua, desenvolvida neste projeto, foi utilizada na aquisicdo de alta
resolucdo dos espectros de RMN-MAS das amostras de células de
melanoma B16F10. Essa metodologia permite que a sequéncia de pulsos
seja eficiente na supressédo da agua e do DMSO, nao eliminando os sinais
de pequenos metabdlitos celulares (Figura 25).

O ciclo celular é coordenado por meio de eventos que possibilitam
que as células dupliquem seu material genético e, posteriormente, entrem
em divisdo (mitose). Concluida a mitose, as células neoformadas podem
continuar a se dividir, passando por todas as fases do ciclo ou, entdo, sair do
ciclo celular, tornando-se células em estado de repouso (GO0). Estas células
podem reentrar no ciclo por meio de fatores de crescimento.®

A proliferacdo celular é normalmente determinada por sinais
extracelulares que ativam um programa de expressao génica e que regulam
proteinas requeridas para divisao celular . No inicio da fase G1 ciclinas-D
(D1, D2 e D3) reunem-se em um complexo de haloenzimas com uma ou
duas subunidades cataliticas, de quinases dependentes de ciclinas (CdK),
Cdk4 e Cdk6. Nas células que se divide ativamente, a interfase é seguida da
mitose, culminando na citocinese. Sabe-se que a passagem de uma fase
para outra é controlada por fatores de regulacdo, de modo geral, proteicos,
que atuam nos chamados pontos de checagem do ciclo celular. Dentre

essas proteinas, se destacam as ciclinas, que controlam a passagem da
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fase G1 para a fase S e da G2 para a mitose. Se em algumas dessas fases
houver qualquer anomalia, por exemplo, algum dano no DNA, o ciclo &
interrompido até que o defeito seja reparado e o ciclo celular possa
continuar. Caso contrario, a célula é conduzida a apoptose.

Outro ponto de checagem é o da mitose, promovendo a distribuicdo
correta dos cromossomos pelas células-filhas. Perceba-se que o ciclo celular
€ perfeitamente regulado, esta sob controle de diversos genes e o resultado
€ a producado e diferenciacdo das células componentes dos diferentes
tecidos do organismo. Os pontos de checagem correspondem, assim, a
mecanismos que impedem a formacéao de células anémalas.

A origem das células tumorais esta associada as anomalias na
regulacao do ciclo celular e a perda de controle da mitose. Alteracdes do
funcionamento de genes controladores do ciclo celular, em decorréncia de
mutagdes, séo relacionadas ao surgimento de um cancer. Duas classes de
genes, 0s protoncogene e 0s genes supressores de tumor, sdo 0s mais
diretamente relacionados a regulagao do ciclo celular. Os protoncogenes sao
responsaveis pela producdo de proteinas que atuam na estimulacao do ciclo
celular, enquanto os genes supressores de tumor sao responsaveis pela
producdo de proteinas que atuam inibindo o ciclo celular. Os proto-
oncogenes, quando ativos, estimulam a ocorréncia de divisdo celular e os
genes supressores de tumor, quando ativos, inibem a ocorréncia de divisao
celular. O equilibrio na atuacao desses dois grupos de genes resulta no
perfeito funcionamento do ciclo celular.

Superficialmente, a conexao entre o ciclo celular e o cancer é ébvia:
as maquinarias regulatorias do ciclo celular controlam a proliferagao celular
e, em contrapartida, o cancer é uma doenca de proliferagdo celular
inadequada. Fundamentalmente, todos os canceres permitem a proliferacao
celular. No entanto, este excesso de células esta ligado a um ciclo vicioso,
com uma reducao da sensibilidade aos sinais que normalmente uma célula
possui para aderir, diferenciar ou morrer. Esta combinacao de propriedades
alteradas aumenta a dificuldade de decifrar os principais sinais da causa do

cancer. As primeiras alteragbes genéticas contribuem para o
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desenvolvimento do cancer, no qual hd um ganho de fungdes por mutacdes
definidas por oncogéneses. % Os produtos do proto-oncogenes possuem
fungcbes em vias de transducao de sinais que promovem a proliferacao
celular. No entanto, as transformacdes por oncogéneses individualmente
podem ser redundantes ou podem ser de tipo especifico de células. Isto
sugere que multiplos caminhos distintos de alteracdes genéticas podem
levar ao cancer, mas que nem todos os caminhos tém o mesmo papel para
cada tipo de célula. Jackowski e colaboradores'®” % demonstraram que o
acumulo de fosfolipidios e seus precursores sdo eventos periddicos
associados as fases distintas do ciclo celular.

Nas andlises das fases do ciclo celular por citometria de fluxo em
células de melanoma B16F10 observou-se maior nivel de atividade celular
das células de melanoma, na fase G1/0 e G2/M (Tabela 3). A compreensao
das relacbes e dos niveis durante as fases do ciclo celular em células
tumorais pode auxiliar o desenvolvimento de métodos para monitorar
alteracées RMN no controle do ciclo celular, que ocorrem na progressao da
célula tumoral. Os diferentes graus de malignidade fornecem uma forte
correlacdo entre os marcadores celulares. '® No entanto, os ensaios ndo
fornecem informagdes das vias metabdlicas. Entdo, foi importante
correlacionarmos as analises espectrais e os resultados do ciclo celular, na
tentativa de sinalizar os caminhos para a progressao tumoral do melanoma.
Na Figura 28 observamos altos sinais expressos por acidos graxos CH3 e
CH2 na escala de 0,80 a 2,5 ppm, caracterizando um acumulo expressivo de

lipideos. Jackowski e colaboradores '°"'%®

estudaram o acumulo de lipideos
(LP), de precursores dos lipideos e derivados em eventos periddicos
associados a fases distintas do ciclo celular. O estudo demonstrou que, em
uma célula mitogeno-estimulada, o acumulo de LP é coordenado na fase S
do ciclo celular (embora a sintese LP nao seja dependente da sintese de
DNA). Mais especificamente, nos primeiros estudos, as analises espectrais e
as do ciclo celular mostraram que: (a) o acumulo de liquido LP ocorre na
fase S como um resultado do ciclo celular dependente de oscilagdes nas

taxas de sintese e degradacédo de derivados do LP, (b) um turnover mais
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rapido de LP ocorre na fase G1 e continua até o limite G1/ S, (c) a limitagéo
da taxa de biossintese de derivados de LP esta também ativada na forma de
células-ciclo-dependentes, a partir do G1, aumentando constantemente em
S e/ G2 M, e observa-se um declinio acentuado durante a fase S mas
acelera novamente como células reentradas em G1. Durante a fase G1,
ambos os caminhos de derivados LP mediados por hidrélise séo, portanto, a
maxima atividade celular. Esta evidéncia sugere que a producdo maxima de
lipideos em um tumor (ou em uma célula de proliferacao rapida)
provavelmente ocorre na fase G1 e € mantida na fase S (onde biossintese
LP estad parada), fornecendo uma possivel explicacdo para a correlagao
positiva entre os derivados de LP e a intensidade do sinal nas células
tumorais. Em contraste, a biossintese de lipideos parece ser parada (arrest),
durante a fase G1, e ndo se observou a biossintese nestas células.

Mais estudos serdo necessarios para determinar quais metabdlitos
sao produzidos durante G2/M e excretado na fase, ou de biodegradacao na
fase G1. No momento, nés nao temos informacbes suficientes para
especular sobre as razdes para as diferencas no metabolismo dos lipideos
entre G1 e G2/M. Estes conceitos e hipbdteses sugerem que seria Uutil
investigar mais detalhadamente as mudangas que ocorrem com 0S
derivados dos LP nas diferentes fases do ciclo celular. Os experimentos até
agora sugerem que nao apenas a biossintética dos caminhos, mas também
as alteracdes observadas no ciclo celular podem contribuir para um caminho
de progressao tumoral relacionado com o metabolismo dos lipidios.

Modelos de tumores experimentais foram desenvolvidos para avaliar
a significancia de fosfolipidios como metabdlitos indicadores de resposta do
tumor a terapia. Estudos ex vivo com 31P-RMN em tumores implantados em
camundongos singénicos demonstraram que alteragdes precoces nos niveis
de PDE e PME foram induzidos pela administracédo in vivo de modificadores
da resposta bioldgica, antes do aparecimento de areas de necroses. O
primeiro exemplo dos espectros de 31P-RMN de um tumor humano in vivo
foi relatado por Griffths e colaboradores '° em um caso de

rabdomiossarcoma. Uma caracteristica peculiar espectral do tumor foi o
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aparecimento de sinais de destaque na frequéncia de regides tipicas de
compostos de fosfomonoéster (PME) e fosfodiéster (PDE).

As células tumorais e as normais se dividem mais rapidamente
quando os volumes teciduais ou tumorais sdo menores e, mais lentamente,
se esses volumes sdo maiores. Isto leva a um crescimento exponencial com
curtos tempos de duplicacdo em tumores de menor volume. A fracao
proliferativa do tumor decresce a proporcd0 que O mesmo cresce,
aumentando seu tempo de duplicacdo. Assim, um tumor apresenta tempos
diferentes de duplicacio em momentos diferentes de seu
crescimento/estadio. Foram realizadas analises das diferentes fases do ciclo
celular dos tumores de melanoma B16F10 nos periodos de 5° 15° e 25°
dias ap6s a implantacdo das células tumorais na regidao dorsal.
Macroscopicamente foi observada a presencga de areas de necrose apds 0s
25° dias do crescimento tumoral (Figuras 13). Os resultados mostraram
todos os periodos analisados ha um efeito proliferativo com aumento das
células nas fases G2/M nos tumores retirados apdés 15° e 25° dias de
implante das células e uma proporgcédo de células com DNA fragmentado
(Figura 16).

O aumento da fragmentacao foi correlacionado a extensa area de
crescimento tumoral dorsal e a presenca de areas de necrose que foram
acentuadas a partir do 15° dias da implantagédo. As correlagdes estatisticas
estdo apresentadas na figura 24 e mostraram claramente as modificagdes
nas propor¢gdes de células com potencial proliferativo inversamente
proporcional ao DNA fragmentado ao longo do crescimento tumoral,
supostamente decorrentes da presenca de areas de necrose tumoral.

O fato de que os tumores dependem das vias metabdlicas da glicélise
ou, ainda, da gliconeogénese para satisfazerem as suas demandas
metabdlicas tém sido reconhecido desde o inicio do século XX, sob o nome
de efeito Warburg. Varios mecanismos tém sido propostos para explicar este
fendbmeno, incluindo a alta regulagdo das etapas limitantes da glicélise, a
acumulacdo de mutagdes no genoma mitocondrial, a hipdxia induzida

(interruptor da respiragdo mitocondrial) e/ou a reprogramacao metabdlica
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resultante da perda de fungdo das enzimas como a fumarato e sucinato
desidrogenase. Como da glicélise aerdbica e a resisténcia da apoptose
permanece a ser elucidado.'™

Por outro lado, estas alteracbes podem ser adquiridas de forma
independente por células tumorais durante as varias etapas da oncogénese.
A supressdo do programa intrinseco da apoptose pode ser conseguido
através de mecanismos que conduzem diretamente ao efeito Warburg.
Alteragdes mitocondriais cancer-especifico e a bioenergética podem ser
aproveitadas na identificacdo das vias de progressao tumoral. Para elucidar
tais alteracées, as identificagcdes mitocondriais especificas, utilizamos neste
projeto as analises por citometria de fluxo na determinacdo do potencial
elétrico interno da membrana mitocondrial.

A determinacdo do potencial elétrico interno da membrana
mitocondrial foi realizada por citometria de fluxo utilizando como sonda a
rodamina - Rho123, uma sonda lipofilica catibnica fluorescente que se
distribui no compartimento mitocondrial, emitindo fluorescéncia verde,
medida na regido de 530 nm (canal de intensidade FL1), que & proporcional
a quantidade absoluta de Rho123. Assim, a reducédo na fluorescéncia esta
relacionada com a despolarizacdo, ou seja, a perda do potencial da
membrana mitocondrial interna.

As células tumorais de melanoma murino B16F10 obtidas de animais
portadores de melanoma dos periodos 5° 15° e 25° dias pdés-implante,
demonstraram significativo aumento do potencial de membrana mitocondrial
(AW). Os resultados apresentam também duas populacdes celulares, (Figura
21). Uma possivel justificativa para este processo seria heterogeneidade das
mitocondrias em numero e atividade metabdlica dentro de uma mesma
populacdo celular como peculiar da progressdo e formacdo de clones
tumorais com diferentes potenciais de invasdo. As mutacdes genéticas e
consequentemente as alteracdes metabdlicas das células tumorais podem
aumentar o fluxo de elétrons ou causar alteracbes na permeabilidade
mitocondrial, onde h& uma despolarizacdo na membrana interna da

mitocOndria, bem como aumento da permeabilidade, mais precisamente pela
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transicdo na permeabilidade dos poros mitocondriais. Este mecanismo é o
principal gatilho da inibicdo de fatores apoptéticos da mitocdndria, como o
citocromo C.'™ As células tumorais podem acumular defeitos no genoma
mitocondrial, levando a respiracdo mitocondrial deficiente ou a se utilizar de
outras vias metabdlicas secundarias com menor eficiéncia na producao de
aceptores de elétrons e na geracéao de ATP.

As ciclinas sdo importantes mediadores da atividade das cdks e seus
niveis sao variaveis durante o ciclo celular. As ciclinas estdo divididas em
trés classes especificas: ciclinas G1-S, ciclinas S e ciclinas M. O nivel de
ciclina é regulado pela expressédo génica e degradacao proteica. A ciclina D1
€ uma das proteinas envolvidas na transicao celular da fase do ciclo de G1
(repouso) para a fase S (sintese), tanto em células normais, como em
células neoplasicas. A superexpressdo da proteina ciclina D1, como
resultado de ativacdo do gene, remove a regulacdo normal do ciclo celular,
causando proliferagdo celular descontrolada e transformacdo para um
fen6tipo neoplasico. Nesta etapa do projeto foram adicionadas informagdes
complementares das vias de morte celular, como a expressédo da caspase -
3 fosforilada e de pontos de regulacdo do ciclo celular dependentes de
CDKs, como a ciclina D1. O aumento significativo e gradual na expressao da
ciclina D-1 nos periodos de 15° e 25° dias expressa a fase exponencial do
crescimento tumoral; os resultados estdo apresentados na Figura 22.

Marcadores de morte celular programada, tais como a cisteina
protease 32, conhecida como caspase-3, responsavel pela clivagem
proteolitica de varias proteinas. A ativagcdo sequencial das caspases
desempenha um papel central na fase de execucao da apoptose celular. As
caspases existem como pro-enzimas inativas que depois sofrem um
processamento proteolitico em residuos de aspartato, para produzirem duas
subunidades, uma pequena e outra grande, que dimerizam para formar a
enzima ativa. Os resultados mostraram diminuicao significativa na expressao
da caspase-3 fosforilada apds o 25° dia de implantacéo, fase exponencial
final do crescimento tumoral, quando foi observado aumento das areas

macroscopicas de necrose e nos experimentos para a determinacado das
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fases do ciclo celular, aumento da fragdo de células com DNA fragmentado;
os resultados estao apresentados na Figura 23.

Dependéncia especifica de aminoacidos € uma das anormalidades
metabdlicas em células tumorais e também pode ser considerada como a
base metabdlica para seu comportamento maligno e invasivo. Em outras
palavras, os comportamentos malignos de células de melanoma podem ser
dependentes ou estarem relacionadas com a sua dependéncia especifica de
aminoacidos. No entanto, a dependéncia especifica relativa destes
aminoacidos de cancer ndo foi devidamente estudada e a grande maioria
dos estudos é descritiva. Assim, o mecanismo pelo qual a restricao
especifica de aminoacidos causa anormalidades metabdlicas e podem inibir
o comportamento maligno de melanoma é praticamente desconhecido.

A restricdo seletiva de diversos aminoacidos especificos causa
apoptose de células de melanoma e € um processo relativamente lento.
Células de melanoma sao dependentes de adesao focal. FAK (adesao focal
dependente de quinases) é necessaria para a sobrevivéncia celular em
células de adesdo dependente, que sédo responsaveis pela fosforilagdo de
residuos de Tyr (tirosina) e assim executar sua funcdo. Embora a inibicdo da
fosforilagdo da FAK pela restricdo especifica de aminoacidos é consistente
com a inducao de apoptose em células de melanoma, alteracdo da FAK por

si ndo explica todo o processo de apoptose induzida por este mecanismo.
115-117

7

A inducdo de apoptose é uma opcdo viavel e uma importante
abordagem terapéutica para o controle do crescimento de tumores. A
restricdo dos aminoacidos tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) bloqueia a
progressao do ciclo celular na fase G0/G1 em células de melanoma B16BL6
e em células de melanoma humano A375. O controle da apoptose esta
intimamente ligado ao ciclo celular e os aminoacidos estdo ligados ao
controle da progressao do ciclo celular através da regulacdo da expressao
genética. Assim, iniciamos este estudo para testar a hipétese de que a
restricdo Tyr Phe induz apoptose em células de melanoma que é

relativamente especifico. Células de melanoma séo especialmente sensiveis
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a inducdo de apoptose em resposta a privacdo de Tyr combinado a Phe,
mas nao a privacao de soro fetal bovino ou a presenca de glutamina no meio
de cultura, apesar de soro ou privagdo de glutamina também inibirem o
crescimento de melanoma. Além disso, a inibicao do crescimento induzida
pela privagdo de soro ou glutamina n&o é refletido na inibicdo da metastase
de melanoma. Assim, os efeitos da privacdo do Phe e Tyr em células de
melanoma nao sao devidos a uma fonte generalizada das células de fatores
de crescimento porque a privacao desses aminoacidos induz apoptose em
presenca de 10% de soro fetal bovino. Células de melanoma sé&o
especialmente sensiveis a disponibilidade de Tyr e Phe, e estes dois
aminoacidos podem ser considerados como fatores de sobrevivéncia para
esse tumor.''®

Em tumores sdlidos que normalmente invadem a corrente sanguinea,
diretamente ou através de vasos linfaticos, a sobrevivéncia na circulacao €
um passo critico para a formacdo de metastases a distdncia. Como as
células de melanoma sao dependentes da aderéncia, sdo possiveis que
essas ceélulas sejam mais sensiveis aos efeitos da privagcdo Tyr e Phe. A
privacdo de Tyr e Phe e in vitro reduz a sobrevivéncia de células de
melanoma em suspensado. Se esses dados podem ser extrapolados para
uma situacao in vivo, é razoavel especular que células de melanoma
submetidos a metastase hematogénica sdo especialmente sensiveis a
restricdo de Tyr e Phe. Esse fato poderia explicar, pelo menos em parte, por

7

que metastase espontdnea é inibida em camundongos alimentados com
dietas restritas em Tyr e Phe. 119120

Em estudos com humanos, voluntarios saudaveis podem ser
mantidos em ambiente ambulatorial, pelo menos, quatro semanas em uma
dieta restrita & férmula Tyr e Phe 2?2 A restricdo dietética de Tyr e Phe
aumenta os efeitos potenciais da quimioterapia experimental da |-dopa em
melanoma B16 in vivo e pode até evitar o aparecimento de resisténcia as
drogas durante a quimioterapia.'® Yoshioka e colaboradores'®
demonstraram que doses multiplas de uma enzima recombinante

metioninase foram eficientes contra tumores humanos implantados em
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camundongos nudes, sem provocar efeitos colaterais adversos. O
esgotamento da metionina devido a falta da enzima metioninase
potencializou a eficacia antitumoral do quimioterapico 5-fluorouracil. Assim, o
uso de deplecao de aminoacidos para retardar a formacao de metastase e a
eficiéncia da quimioterapia € uma nova abordagem para o controle do
cancer.

As mitocéndrias sdo organelas metabdlicas importantes que geram
ATP para fornecer energia e contém enzimas e/ou proteinas funcionais que
regulam a apoptose. Apoptoses induzidas por restricdo especifica de
aminoacidos estao relacionados ao perfil metabdlico. Este tipo de morte
celular de apoptose é mais lento e também depende das alteracbes da
integridade e fungdo mitocondrial. Aminoacidos especificos modulam os
membros da familia Bcl-2 que desempenham importantes papéis na
manutencdo da integridade mitocondrial e na progressdao de melanoma
humano. A perda de integridade mitocondrial leva a liberagcao de citocromo
¢, que pode resultar em morte celular caspase-dependente, e a liberagdo do
fator de inducdo de apoptose, o que pode levar a morte celular caspase-
independente. A privacdo de Tyr/Phe modula o potencial transmembrana
mitocondrial e consequentemente esta modulagao leva a fuga do citocromo
¢ da mitocéndria para o citosol e a ativacdo das caspases em células de
melanoma humano A375. Além de alteragcdes na integridade mitocondrial,
também se verificou que outras funcées mitocondriais sdo alteradas pela
restricdo de Tyr/Phe, Met e Gin. A producao de energia (sintese de ATP) é
diminuida e o conteudo de ATP é diminuido 2 dias apds a privagdao de
Tyr/Phe e Met, no entanto, o0 maximo esgotamento nao é atingido pela
privacdo Gin até o 3° dia de experimentacao.

Espécies reativas de oxigénio intracelulares participam de uma
diversificada variedade de processos biolégicos, incluindo o crescimento
celular, apoptose e senescéncia. Células tumorais produzem elevados niveis
de espécies reativas de oxigénio e as suas principais fontes sdo encontradas
nas mitocondrias. A geracdo de espécies reativas de oxigénio esta
aumentada pela restricao Tyr Phe, Met e GIn em células de melanoma
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humano A375 '>'%’ no entanto, a restricdo Gln ndo induziu & apoptose
dessas células. Além disso, como também h& a diminuicdo dos niveis de
ATP em resposta a privacao de Gin, este fato sugere ainda que as geragdes
de espécies reativas de oxigénio e inibicdo da producdo de ATP nao se
correlacionam com a indu¢ao de apoptose em células de melanoma A375.
Estudo utilizando linhagem de células de melanoma SK-MEL-5 evidenciou
niveis elevados de expressdao da enzima prolidase. Estes achados
conduziram a uma segmentacao da expressdo da prolidase indireta como
uma ferramenta para o tratamento de melanoma quando modificados os
sitios de ligacao da enzima por agentes antitumorais.

A sintese de estrogénio in situ em tumores indica a proliferacao
celular através de mecanismos autécrinos e paracrinos, especialmente em
mulheres po6s-menopausicas. Estudos recentes demonstraram atividade da
aromatase, uma enzima que desempenha um papel critico nos niveis da
sintese do estrégeno em tumores de mama.

Niveis de prolina, glutamato e leucina rica em proteina-1
(PELP1/MNAR) mostraram-se desregulados em tumores de mama. A
superexpressdao de PELP1, receptor de estrégeno (ER) co-regulador,
promoveu o crescimento de tumores de mama e a sintese de estrogénio
local.

As fases da disseminacdo do tumor parecem ser regidas por
proteases que digerem as proteinas da matriz celular secretadas pelas
células tumorais, criando um caminho pelo qual as células podem se mover
através do seu meio circundante da matriz extracelular. No entanto, as
funcdes reais das proteases na mobilidade e invasdo do cancer ainda sao
imperceptiveis. As serinoproteases e seus inibidores enddgenos claramente
mostram padrdes de expressao alterada durante a tumorigénese de tumores
de mama. As analises de metabdlicos sao geralmente baseadas na medida
da quantidade e, ndo, na atividade funcional.

Ha uma necessidade de medir a atividade dos metabdlicos em uma
mistura complexa como as células tumorais. Medidas simples e estaticas de

metabdlicos sao insuficientes para explicar a natureza da dinamica das
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interagcdes que ocorre no ambiente dos tumores. Um sindnimo para o
sucesso da disseminacdo do tumor € uma produtiva migracdo celular
invasiva, um processo pelo qual a matriz extracelular possui papel de
substrato para as células se moverem e atingirem um sitio secundario. Para
degradar a matriz extracelular, as peptidases participam ativamente deste
processo. A atividade destas enzimas é regulada por inibidores, ativadores e
receptores. Entretanto, no céancer, ocorre uma quebra do balanco da
atividade proteolitica-antiproteolitica. As peptidases, enzimas que clivam
ligagdes peptidicas, podem atuar de forma direta, ao degradar componentes
da matriz extracelular, ou de forma indireta, ao ativar outras peptidases a
gerar fragmentos bioativos, interagir com receptores da superficie celular e
participar no processo angiogénico. A modificacdo e o remodelamento das
matrizes extracelulares causadas por peptidases modificam a ancoragem
mediada por integrinas; a adesdo focal e a arquitetura do citoesqueleto
direcionam moléculas de sinalizacao que podem afetar a expressao génica e
influenciar no comportamento como proliferagdo, sobrevivéncia,
diferenciacdo e mobilidade. Recentemente, alguns trabalhos demonstraram
uma correlacao inversa entre a baixa expressao de peptidases e 0 aumento
do potencial do desenvolvimento do tumor. Desta forma, apesar de
oferecerem uma excelente alternativa mais efetiva e direcionada para o
tratamento do céncer, os inibidores de peptidases devem ser especificos,
administrados no tempo correto, com o auxilio de biomarcadores, e ser
atuados localizadamente.

O conhecimento das principais alteragcdes metabdlicas observadas
nas células tumorais e suas repercussdes clinicas tem grande importancia
para a melhor compreensao do impacto da terapia sobre a evolugdo e
prognéstico dos pacientes com cancer'®. Neste projeto, varios marcadores
foram encontrados diferencialmente e quantitativamente presentes nos
diferentes periodos de crescimento do melanoma B16F10, na tentativa de se
correlacionar positivamente os marcadores metabdlicos identificados.

Assim, os principais eventos que levam a ativagéo constitutiva de vias

do fator de crescimento, a ativacdo de HIF-1 e a inativacdo de p53
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constituem a causa comum de programagao metabdlica como o crescimento
autdbnomo, a resisténcia contra apoptose, a replicacdo ilimitada, angiogénese
e as alteracdes nas fases do ciclo celular. A proteina p53 humana pode ser
detectada em muitas atividades proliferativas de células sadias, mas é
praticamente indetectavel em células na fase de descanso, ou GO, do ciclo
celular. Possui um tempo de meia-vida curto (em torno de 10-20 minutos)
%0 'mas, diante de um estado estressante, como radiacdo ionizante ou
ultravioleta, drogas que lesam o DNA ou hipdxia, ocorrem a estabilizagéo e o
acumulo de proteinas p53 recém-sintetizadas. O p53 ativado rapidamente é
transportado para o nucleo, funcionando como um fator de transcricao
especifico de sequéncia de DNA™'. A partir dai, ha a indugdo de vérios
genes envolvidos na parada do ciclo celular, reparo de DNA e apoptose'.
A estabilizacdo da proteina p53 é realizada pelo proto-oncogene Mdm2 32, o
qual atua tanto como um alvo transcricional como um supressor da funcao
do p53, formando como uma alca auto-reguladora negativa de feedback .
O Mdm2 se liga com o terminal amina (N) do p53 (nos residuos 17-22) e,
consequentemente, bloqueia sua interagdo com a maquinaria transcricional
da célula’. Além disso, faz a mediacdo da exportacdo nuclear do p53 e
direciona a sua destruicdo via protedlise mediada por ubiquitinizagdo'®. O
gene MDM2 estd amplificado em fragdo significativa nos mais comuns
sarcomas humanos e, consequentemente, a superexpressao do MDM2
ocorre para interferir com a atividade do p53 '*.

Shieh e colaboradores'® demonstraram que, uma vez ocorrido o
dano ao DNA, o p53 é fosforilado na serina 15 e este evento faz com que o
p53 reduza a sua interagdo com o Mdm2, seu regulador negativo. Além
disso, foi demonstrado que a fosforilagdo das serinas 15 e 37 por uma
proteina quinase dependente de DNA impede a habilidade do Mdm2 para
inibir a transativacao dependente de p53. Estes efeitos sdo mais comuns
através da mudanca conformacional induzida pela fosforilagdo do p53.

Os mesmos autores propuseram O seguinte mecanismo para o
envolvimento do p53 na lesdo do DNA: sob condi¢des normais de estresse,

0 p53 associa-se com seus inibidores e a transativacdo dependente de p53
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é reprimida. Se houver um dano ao DNA, o p53 é fosforilado na serina 15, a
qual induz uma mudanca conformacional que torna o0 Mdm2 incapaz de se
ligar ao p53, resultando na inibicao do efeito do Mdm2 sobre o p53.

A ativacdo do p53 quase sempre resulta na parada do ciclo celular,
presumidamente para que o DNA seja reparado antes da replicagdo ou da
mitose. Foi demonstrado que a inibicao da progressao do ciclo celular pelo
p53 é, em grande parte, devida a sua habilidade de ativar genes
trascricionais que diretamente controlam a atividade de quinases
dependentes de ciclina ''.

Um desses mecanismos pelo qual o p53 controla negativamente o
ciclo celular é através da ativacao transcricional do P21 (WAF1, Cip-1). O
produto da expressao do P21 é a proteina p21 que, em células normais, se
liga a varios complexos ciclinas dependentes de quinases (cdk), prevenindo
a fosforilagdo do Rb e tendo, como consequéncia, a parada das células na
fase G1 e G2/M. '*®

A via do p53 é ativada a partir de um dano ao DNA, cabendo a
decisdo de ativacdo de genes apoptoéticos, como PUMA e PIG3, que
culminardao na morte celular; ou a deciséo pela via antiapoptética, através da
ativacao transcricional do p21. Assim, este aumento do p21 permite a
sobrevivéncia da célula até a finalizacao do processo de reparo do DNA.

Além de funcionar como um supressor negativo do p53, o p21

participa como um inibidor da ciclina quinase G1 '¥

138

, na diferenciacao
celular’™™® e na progressao da fase G1 para a fase S do ciclo proliferativo em
alguns tipos celulares, podendo ser reconhecida como uma proteina
antiapoptética e promotora do crescimento '*°.

Os produtos metabdlicos intermediarios formados foram definidos nas
analises RMN 1D e 2D e, sem duvidas, confirmam a participacdo desses
produtos na ativacdo de vias g@énicas integradas ao processo de
carcinogénese; por exemplo, a colina produzida por células tumorais tem a
capacidade de se ligar aos receptores do fator de crescimento epidermal
(EGFR). A importancia da sua caracterizacao € o alvo para a terapia seletiva

em canceres de cabeca e pescogo, como o gefitinib e erlotinib. '
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O metabolismo energético é definido como a soma de reacdes
quimicas complexas e integradas, por meio das quais tanto os seres
humanos quanto os demais animais obtém energia do ambiente e, assim,
mantém o funcionamento adequado de todos os processos biolégicos. O
gasto energético estimado por calorimetria indireta ndo tem padréao uniforme,
esses pacientes podem ser hipermetabdlicos, normometabdlicos ou
hipometabdlicos, a depender do tipo de tumor, estagio e formas de
tratamento empregadas. Um estado de hipermetabolismo ou catabolismo
persistente é comum em estados avancados da doenca. '*"'*? Em pacientes
portadores de carcinoma de pequenas células de pulmao foram relatados
aumentos de 37% do gasto energético basal com reducao importante no
grupo que respondeu a quimioterapia. Elevagbes nas taxas metabdlicas
basais tém sido descritas em pacientes portadores de varios tipos de
tumores, desde cancer gastrico até sarcomas. Além disso, existem relatos
de correlacdo das alteracbes do gasto energético em pacientes que se
submeteram a resseccdes curativas dos tumores ',

O metabolismo dos carboidratos em células tumorais apresenta-se
com anormalidades importantes no metabolismo, incluindo intolerdncia a
glicose e resisténcia periférica & insulina " *2. As células normais utilizam
eficientemente oxigénio para a producao de energia pela via glicolitica, ciclo
do acido citrico e fosforilacdo oxidativa. Quando ocorre reducdo de O,, 0
piruvato ndo € metabolizado no ciclo do acido citrico, sendo convertido em
lactato para regenerar o NAD (coenzima que constitui o principal receptor de
elétrons na oxidacdo de moléculas alimentares). As células tumorais néao
conseguem utilizar eficientemente a via glicolitica para producdo de ATP,
mesmo na presenga de O,. Alteragdes genéticas nas células transformadas
permitem expressao da lactato desidrogenase com desvio metabdlico para a
producdo de lactato e regeneragdo do NAD em condicées de hipdxia. '*?

As células tumorais tém aumento significativo do uso de carbonos de
glicose, sendo capazes de captar cerca de 10 a 50 vezes mais em relacao
as células normais. O aumento da taxa de captacao de glicose pelas células
tumorais esta diretamente relacionado com grau de malignidade e poder de
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invasdo celular do cancer 23, Por outro lado, as células normais utilizam
glicose preferencialmente na via oxidativa para obtencado de energia. As
células tumorais, apesar da diversidade genética para expressar variados
fen6tipos que correspondem a diferentes graus de diferenciacdo, sao
metabolicamente caracterizadas por possuirem alta especificidade na
utilizacédo da glicose pelo ciclo da pentose, via metabdlica ndo oxidativa, que
libera substratos para sintese de nucleotideos com regeneracéo do cofator
enzimatico NAD reduzido (NADH"). As células neoplasicas priorizam a
glicose para processos anabolicos, como sintese de nucleotideos e ribose
necessarios para producdo de RNA e DNA, em detrimento de outras
reacdes, como oxidacao da glicose para obtencao de energia e sintese de
lipidios e proteinas. Esse desvio metabdlico possibilita as células tumorais
sintese de purinas e pirimidinas novamente, capacitando-as a rapida

proliferacdo, mesmo em condigdes de hipdxia'*®

. Alteragbes no metabolismo
da glicose secundaria ao intenso turnover da glicose corpérea em células
tumorais podem ser explicadas, em parte, pelo incremento do ciclo de Cori.
Nesta via metabdlica, a glicose é degradada até lactato pelas células
tumorais e o lactato é reconvertido em glicose no nivel hepatico; neste
processo, o lactato proveniente da glicdlise anaerébica liberado pelos
tecidos extra-hepaticos (principalmente musculos) é reciclado no figado, com
alto custo energético'*.

No metabolismo lipidico, as células tumorais apresentam um estimulo
a mobilizagao lipidica (lipdlise), aumento da oxidagdo de &cidos graxos,
decréscimo da lipogénese e do clareamento plasmatico pela reduzida acao
da lipoproteina lipase, resultando geralmente no quadro de caquexia e
hiperlipidemia '*®. A perda de tecido adiposo observada em pacientes com
cancer que desenvolvem caquexia vem acompanhada por aumento da
concentracao plasmatica de glicerol e acidos graxos livres, evidenciando
aumento de lipdlise e diminuicao de lipogénese no tecido periférico. Dois
mecanismos tém sido propostos para explicar as alteragdes metabdlicas do
tecido adiposo: as alteracbes induzidas por citocinas e as mediadas por
fatores produzidos pelo tumor **. As perdas de tecido adiposo podem ser
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mediadas por citocinas pro-inflamatorias, principalmente o fator de necrose
tumoral alfa, por meio da mobilizacdo de acidos graxos pela inibicdo da
atividade da enzima lipoproteina lipase. A inibicdo da atividade da
lipoproteina lipase nessas condigdes leva ao aumento da lipélise no tecido
adiposo e de acidos graxos livres no sangue. Essas alteragdes metabdlicas
no tecido adiposo, em particular a lipdlise, podem ocorrer via adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), através da acdo dos hormoénios lipoliticos.
Horménios lipoliticos (epinefrina, glucagon e glicocorticoides) ligam-se ao
receptor especifico, desencadeando ativacdo da enzima adenilato ciclase,
com consequente aumento de AMPc. O aumento de AMPc leva a ativacao
de proteina quinase A, que fosforila e ativa a lipase hormdnio-sensivel.
Essa, por sua vez, hidrolisa acidos graxos a partir de triacilglicerdis,
diacilglicerois e monoacilglicerois. Os acidos graxos sdo entédo liberados dos
monoacilglicerdis através da acdo da lipase monoacilglicerol '*2.

A analise metabolémica do melanoma B16F10 por espectroscopia
RMN sugere que as células tumorais de melanoma B16F10, em seu
crescimento e progressao, tenham uma adaptacdo e uma reprogramacao do
metabolismo celular. A carga lipidica e os produtos do metabolismo
secundario da via glicolitica estdo relacionados com o crescimento e
progressdo dos tumores dorsais. Isto demonstra que o metabolismo
energético sofre variagbes durante a progressdo. Outros aspectos
evidenciados nos espectros é a presenca de metabdlitos, como a prolina,
serina e fenilalanina, que sugerem estarem relacionadas com a invasao,
progressdo e metastizagdo dos tumores dorsais de melanoma B16F10,
achados que foram observados nas analises macroscépicas dos animais
portadores de melanoma B16F10. Novos achados obtidos recentemente
demonstram claramente o perfil metabdlico do melanoma e de suas relagdes
entre a carga tumoral, e as proporcdes das taxas de proliferacéo e as areas
de necrose e células em processo de apoptose.

A utilizacdo de animais experimentais para o estudo de
hepatotoxicidade induzida por drogas tem sido estudada. A hepatotoxicidade

€ comum e potencialmente grave em resposta adversa a exposicdo de
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drogas, por exemplo, o0 acetaminofeno (paracetamol). Em andlises
metabolédmicas em ratos Sprague-Dawley tratados com trés hepatotoxinas,
galactosamina, alilo alcool e acetaminofeno, amostras de urina destes
animais submetidas RMN mostraram perfis metabdlicos distintos e a
existéncia de pro-drogas especificas para cada toxina. Anadlises
histopatolégicas demonstraram correlagdo entre o grau de necrose hepatica
e a presenca da pro-droga. O score da lesdao neste modelo foi classificada
em classe 1, nenhuma ou minima necrose hepatica, até a classe 3, necrose
moderada. Os principais compostos existentes na urina associados a
hepatotoxicidade ap6s a administracdo do acetaminofeno foram a taurina, a
trimetilamina-N-éxido (TMAO) e a betaina. A taurina, o composto de maior
concentragdo na urinaria, foi associado com maior classe da lesdao de
necrose, enquanto as maiores concentracées combinadas a TMAO e a
betaina foram associados com menor grau da lesdo de necrose. Condicoes
observadas neste projeto, animais portadores de melanoma B16F10, apds
59, 152 e 30° dias da implantacdo e crescimento do tumor dorsal,
apresentaram aumento significativo da massa tumoral e area de necrose.

Como ja descrito anteriormente, fatores preditivos e diagnosticos em
Oncologia sado fundamentais e necessitam ser elucidados; para tanto, as
analises metabolémicas, fisiopatolégicas e da cinética de crescimento e
metastatizacdo em canceres cutaneos mostram neste estudo as evidéncias
de marcadores de progressao e agressividade no modelo de melanoma
murino B16F10.

Apoptose e necrose representam dois mecanismos diferentes pelos
quais as células morrem. A apoptose € desencadeada por diferentes
estimulos e desempenha um papel-chave na supressao de células durante a
embriogénese fisiolégica, o crescimento e a regressdao do tumor.
Morfologicamente, é caracterizada por encolhimento da célula, blebbing
membrana, condensacdo profunda e marginalizacdo da cromatina nuclear,
formacao de corpos apoptoticos e fragmentagcdo do DNA em sitios ligantes
internucleossémica que dao origem aos multiplos de 180-200 pares de

bases. A apoptose pode também ocorrer apds a exposicdo a muitos



106

tratamentos, incluindo radiagdo ionizante e drogas quimioterapéuticas. Em
radiacdo, que é um dos protocolos utilizados no tratamento de cancer, a
apoptose tem sido amplamente descrita como o principal mecanismo de
radiacdo induzido a morte celular. Por outro lado, os tratamentos
quimioterapéuticos levam a morte celular in vitro e in vivo através da
ativacdo das vias apoptéticas, como a antraciclina e a doxorrubicina.
Entretanto, a morte celular por necrose pode ocorrer em resposta a insultos
fortes, como isquemia, toxinas, hipertermia e trauma. Necrose &
caracterizada por inchaco das células, destruicdo de organelas, rompimento
de membranas, lise da cromatina nuclear, sem condensacdo, e DNA
degradagdo em um espectro continuo de tamanhos de pares de bases.

Nestes estudos, a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
('"H-RMN) é uma técnica versatil, dindmica, ndo invasiva e ndo destrutiva
extremamente util na obtencédo de informacdes da bioenergética metabdlica
e estrutural de células e tecidos. Portanto, tem sido amplamente utilizada
para caracterizar o tecido tumoral do tecido normal, para monitorar a
progressao do tumor ou a resposta a tratamentos terapéuticos e para
identificar sinais associados com a apoptose. Sinais especialmente
importantes estreitamente associados a processos de morte celular sdo os
originarios de metil (CH3) e de metileno (CH2) de cadeias lipidicas.

No presente estudo o objetivo principal foi identificar o perfil espectral
especifico 'H-RMN, evidenciando aspectos da fisiopatologia do melanoma e
as suas implicacdes histopatolégicas e na expressdo de marcadores
relacionados as caracteristicas da apoptose e/ou necrose, vias de
sinalizagao, vias bioenergéticas preferenciais e alternativas do metabolismo
intermediario e da proliferacéo celular.

Os resultados 1D e 2D nas amostras dos tumores de melanoma
B16F10 mostraram claramente o aumento significativo dos lipideos
celulares, especialmente na porcdo CH2, nos diferentes periodos de
crescimento tumoral, que foram correlacionados positivamente a taxas de
proliferacdo, apoptose e area de necrose. Estudos in vitro de RMN

demonstraram que a apoptose é induzida em diferentes linhagens de células
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tumorais, incluindo as células Jurkat, linfocitos T e B, linfoma Daudi, linfoma
de Burkitt, células HUT78, fibroblastos NIH 3T3, células MT4, HelLa e células
de leucemia HL60, ap6s a exposicao de diferentes estimulos de apoptose,
como a privacdo de soro, doxorrubicina, dexametasona, colcemide,
etoposideo e anti-Fas. A RMN nestes casos foi acompanhada pelo aumento
da intensidade do sinal dos grupos CH2 e CHS3, principalmente do grupo
CH2, inversamente, a morte por necrose. Além disso, uma correlagao
quantitativa entre a progressao da apoptose e das caracteristicas espectrais
dos grupos CH2 e CH3 também foi encontrada em células de linfoma T de
Jurkat ",

Estudos in vivo demonstraram que a acumulo destes lipideos pode
ser um potencial marcador de apoptose. No entanto, deve ser enfatizado
que outros estudos mostraram que a acumulo de lipideos méveis nao pode
ser limitada ou especifica a apoptose, mas também podem ocorrer no
processo de necrose. O aumento destes lipideos celulares foi observado em
regides necroéticas do tumor. Variagdes quantitativas nos lipideos por 1H-
RMN méveis podem também ser correlacionadas com o estado proliferativo
das células tumorais, portanto nossos resultados, ao demonstrar no
melanoma B16F10 diferengas significativas nos indices proliferativos nos
periodos de 5° 15° e 25° dias apds a implantagdo do tumor, sdo pontos
importantes na interpretacao do perfil metabdlico e a progresséo tumoral.

A diminuicdo metabdlica da colina foi observada em células de
leucemia mieloide HL60 no processo de apoptose induzida por
quimioterapicos, como também detectado no modelo deste projeto. Em
diminuicdo acentuada da colina também foi encontrada em tumores
cerebrais em resposta & terapia por radiagdo’*. Além disso, uma diminuicdo
em fosfocolina é frequentemente observada em tecidos apds a quimioterapia
e tem sido proposta como um indicador de sucesso no tratamento '*°. E
sabido que a colina neste processo contribui para a ressonancia da colina, e
€ uma hipédtese, por conseguinte, de que a diminui¢cdo na colina seja devida,
pelo menos em parte, a degradacdo da fosfocolina dentro das células;
condicdes que foram definidas nos espectros RMN obtidos e analisadas em
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2D. Ademais, também foi demonstrado que a apoptose induzida por
quimioterapicos em células de leucemia HL60 é acompanhada pela inibicao
da biossintese ou da captacdo de colina necessarias na formacado da
fosfatidilcolina.

Durante o processo de apoptose induzida, a presenca de ceramida
também deve ser considerada, especialmente no que diz respeito a colina.
As ceramidas sao lipidios enddégenos pertencentes a classe dos
esfingolipidios, presentes em grandes quantidades no estrato cérneo da
derme, protegendo o organismo contra as constantes agressdes quimicas e
fisicas. Desempenham também papel fundamental nos fenémenos de
estruturacdo e manutencdo da dupla camada lipidica, exercendo em
decorréncia disso um papel direto e indireto na funcdo de barreira da
epiderme e nos fenbmenos de retencdo de agua. S&o importantes nos
processos de diferenciacdo, de proliferacao e de apoptose celular e podem
modular a atividade dos queratinécitos e, portanto, a regeneracao cutanea.
Tem sido demonstrado que a deficiéncia de colina induz a apoptose tanto in
vitro como in vivo. Em particular, a deficiéncia de colina em células PC12
apoptose é mediada por acumulacéo de ceramida e ativacao da caspase.

Um aumento significativo de colina demonstrado nas amostras de
melanoma B16F10 foi acompanhado pela diminuicdo significativa da
caspase 3. O aumento significativo no conteudo de CH2 observado no
presente estudo pode ser devido, pelo menos em parte, a uma contribuicao
da presenca de classe dos esfingolipidios de cadeias longas.

Glicerolfosfocolina (GPC) é um metabdlito que esta diretamente
relacionado ao estado da membrana celular, uma vez que nao ha vias de
anabolizantes conhecidas até o presente momento que conduzam a sua
producdo, mas € constituida exclusivamente por quebra catabdlica de
fosfatidilcolina. Em nossos resultados possivelmente ha uma relacéo direta
entre o aumento da GPC em células em apoptose nos periodos de 5°e 15°
dias de implantagdo das células tumorais B16F10, o que néo ocorre apds
25° dias de crescimento, quando foi detectado um aumento significativo das
células em processo de necrose e reducdo da taxa de proliferacéo celular.
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Uma diminuig&o significativa na taurina também foi observada em tumores
melanoma, apoés 5° 15° e 25° dias de crescimento. Estes dados estdo de
acordo com estudo realizado utilizando-se a sonda HRMAS-'H-RMN, no
qual foi observada uma diminuicdo significativa de taurina em células de
glioma de ratos submetidos a fase tardia de apoptose.'*°

Além dos compostos acima identificados, destaca-se a taurina. A
taurina ou acido 2-aminoetanossulfénico € um &acido organico contendo
enxofre, encontrado na bile. E um dos aminoacidos ndo essenciais mais
abundantes do nosso organismo, especialmente no sistema nervoso central,
nos mausculos esqueléticos, no coracao e no cérebro, bem como nos
intestinos e ossos esqueléticos. Nao € utilizado para a sintese de proteina,
mas é encontrado desacoplado no compartimento intracelular de diferentes
tipos celulares. Atua em conjunto com a gliciha e o &cido gama-
aminobutirico como um neurotransmissor inibidor. E sintetizado, no figado e
no cérebro, a partir da metionina e cisteina, juntamente com a vitamina B6.
Atua como emulsionante dos lipideos, no intestino delgado, promovendo a
sua absorcéao intestinal, j& que € um dos acidos mais abundantes da bile
(acido quenodesoxicolico). A taurina age ainda como transmissor
metabdlico, responsavel pela estabilizacdo da membrana celular, formacao
dos sais biliares, antioxidacdo, manutencdo da homeostase do calcio e
osmorregulacdo.'*’

O aumento das areas de necrose nos tumores a partir do 15° dia de
implantagédo do melanoma B16F10; o acumulo da taurina pode ser devido a
desregulacdo osmoédtica em associacdo ao aumento da glutamina e
glutamato encontrado em células de melanoma em processo de necrose,
uma vez que estes metabdlitos também sdo importantes osmalitos. O lactato
foi aumentado significativamente durante o crescimento e o aumento das
areas de necrose no melanoma B16F10.

O inositol (C6H1206) é um composto que atua como fator de
crescimento em células e microrganismos, frequentemente utilizado como
vitamina associada ao complexo B. Também é chamado de dambose.

Inositol (que € encontrado de modo mais abundante na forma de mio-
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inositol, cis-1,2,3,4-trans-4,6-cicloexanoexol) é um polialcool ciclico que
desempenha um importante papel como base estrutural para mensageiros
secundarios em células eucaribticas tais como inositol fosfatos (IPn).
Participa de inimeras vias de sinalizacdo e mensageiros secundarios,
estando envolvido em varios processos bioldgicos, tais como montagem do
citoesqueleto, controle da concentracdo intracelular do ion Ca2+,
manutencdo do potencial de membrana das células, modulador da atividade
da insulina, quebra das gorduras e reducao dos niveis de colesterol no
sangue.

Estudos correlacionam o Mio-inositol (MIl) com o grau de diferenciacao
de tumores cerebrais. Por ser uma molécula que esta localizada no interior
dos astrocitos, presume-se sua atuacdo como um osmdlito. Sua
concentracdo é alterada em muitos disturbios cerebrais. Ml também esta
envolvida na ativacdo da proteina C quinase. Proteina quinase C leva a
producdo de enzimas proteoliticas, que sao encontrados com mais
frequéncia em tumores primarios cerebrais malignos e agressivos. Assim,
Castilho e colaboradores demonstraram que os niveis de MI, como visto pela
espectroscopia de ressonancia magnética (HMRS), podem ser uteis para
prever o grau histolégico de tumores cerebrais, sabendo-se que niveis
elevados de colina sugerem celularidade aumentada ou renovacéo celular.
Embora a maioria dos tumores malignos possua aumento dos niveis de
colina (CHO), estes podem também ser vistos em tumores benignos. Os
tumores malignos também demonstram a presenca de lipidios e de lactato,
mas estes metabdlitos também estdo presentes em tumores tratados
anteriormente, independente do seu grau histologico. Estas observacoes
condizem com os achados, referente aos niveis de M, colina e creatina.

Em tumores, ha aumento da producao de lactato pela via glicolitica
anaerobica, nas células tumorais e, em consequéncia, ocorre acentuag¢ao do
ciclo de Cori e da gliconeogénese hepatica. Este processo ocorre a partir de
precursores, tais como o lactato e aminodcidos gliconeogénicos, em
especial, a alanina, largamente mobilizado das proteinas do musculo

esquelético pela acao de mediadores liberados pela neoplasia maligna. Ha
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também um aumento na utilizagdo de glicose, uma caracteristica que
confere a este carboidrato a fonte energética preferencial dos tumores
malignos. %

Kallinowsky e colaboradores mostraram, in vitro e in vivo com dois
tipos de canceres humanos transplantados para ratos deficientes de células
T, que o consumo de glicose estava elevado e que 97% dos tumores
liberavam uma quantidade de lactato linearmente relacionada com a
utilizacdo de glicose. O lactato também é fragmentado, liberando ions de
hidrogénio (H+) que se acumulam no interior das células tumorais. Em
consequéncia, o tumor torna-se levemente 4cido, com um pH de 6,5 a 6,9, a
acidez € o resultado de um metabolismo anormal de glicose.

Outro aspecto que pode ser avaliado é a interacdo entre o
metabolismo intermediario e estresse oxidativo normal em células tumorais.
As moléculas energéticas sao inicialmente degradadas no citoplasma e a
degradacao continua nas mitocondrias pelas enzimas do ciclo de Krebs e da
fosforilacdo oxidativa, produzindo agua, CO. e energia. Particulas
arredondadas de mais ou menos 9 nm de diametro, que se prendem por um
pedunculo a face interna da membrana interna da mitocéndria, contém as
enzimas da fosforilacdo de ADP (difosfato de adenosina) transformando-a
em ATP. As particulas elementares sdo constituidas por varias proteinas
formando um complexo que apresenta atividade ATP sintetase capaz de
formar ATP a partir de ADP e fésforo inorgéanico. A teoria mais aceita sobre o
funcionamento das mitocéndrias (teoria quimiosmética) admite que a sintese
de ATP ocorra por um fluxo de prétons através das particulas elementares.
Os produtos metabdlicos formados diretamente por esta organela estao
implicados no metabolismo intermediarios de varios tipos de tumores e tém-
se relacionado aos niveis de apoptose e necrose com potencial
prognéstico.'*®

A quantidade de mitocdndrias e o numero de cristas por organela sao
proporcionais ao metabolismo das células. As que apresentam alto
metabolismo, como € o caso das células do musculo estriado cardiaco, tém

grande quantidade de mitocéndrias, com elevado numero de cristas
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dispostas compactamente. As mitocdndrias podem ter fungdes
especializadas em tipos particulares de células. O ciclo da ureia, por
exemplo, é a rota metabdlica central pela qual os mamiferos eliminam os
produtos finais do metabolismo celular que contenham nitrogénio. Esses
produtos sdo excretados na urina na forma de ureia. Enzimas da matriz
mitocondrial codificadas pelo nucleo sao responsaveis por varias etapas do
ciclo. A sintese de ureia ocorre somente em alguns tecidos, como o figado, e
as enzimas necessarias sao sintetizadas e importadas para as mitocéndrias
somente nestes tecidos. Adicionalmente, 0s complexos enzimaticos
respiratérios da membrana mitocondrial interna de mamiferos contém varias
subunidades proteicas, que sao tecido especifico e codificado pelo nucleo,
acreditando-se que atuem como reguladoras do transporte de elétrons.
Dados bioquimicos apresentados nesta etapa do projeto demonstram as
interacdes entre as vias e 0os compostos produzidos e as suas interacoes
durante o periodo de crescimento tumoral, a diferengas significativas no
inicio (5° dias) e apos os 25° dias da implantagao, que nesta analise deve-se
destacar a relagcdo de aumento das areas de necrose e a perda funcional
hepatica e renal.

Portanto, componentes produzidas dependentes da via intrinseca
mitocondrial podem favorecer a producado de metabdlitos, como a d-glicose,
entre outros, como as cargas lipidicas, e nas concentragdes de glicerol,
colina, fosfocolina, lactato, aspartato, alanina, mioinositol, taurina, acetato e
creatina, para servirem de substratos para o catabolismo anaerdbico e a
inducéo de apoptose, como também a producao de radicais livres oxidantes
de moléculas bioativas, como a liberacao do citocromo-c e a lipoperoxidacao
de lipideos poli-insaturados de membrana celular. (Figuras 28 — 39)
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7 CONCLUSAO

As alteragdes no metabolismo das células tumorais estao
intrinsecamente ligadas a origem ou ao tipo celular do tumor. Estas ligacoes
estao estabelecidas em muitos cendrios distintos.

Em primeiro lugar, a reprogramacdao metabdlica pode ocorrer por
eventos oncogénicos e nao metabdlicos. Assim, o0s principais eventos
oncogénicos, como a ativacao constitutiva de vias do fator de crescimento, a
ativacao de fatores de transcricao e a inativacdo de p53, podem ser a causa
comum de programacao metabdlica, porque induzem ao crescimento
autdbnomo, a resisténcia a apoptose, a replicacdo ilimitada, e a angiogénese.

Em segundo lugar, a caracteristica classica do cancer pode ser
condicionada pela reprogramacao metabolica. Assim, os principais defeitos
metabdlicos podem contribuir para a resisténcia a apoptose, a invaséo, a
metastase e a imunossupressao.

Por ultimo, € necessario considerar a evolugdo das distintas
caracteristicas de malignidade. A relacao causa-efeito entre os metabdlicos
especificos do tumor e os agentes ndo metabdlicos € também condicionada
pela necessidade das células tumorais de se proliferarem ao mesmo tempo
e subverterem varios mecanismos celulares intrinsecos e extrinsecos num
microambiente.

Neste estudo, a andlise metaboldomica do melanoma B16F10 por
espectroscopia RMN 1D e 2D mostrou que as células tumorais de
melanoma B16F10, em seu crescimento e progressao, tém uma adaptacao
€ uma reprogramacao do metabolismo celular.

A carga lipidica e os produtos do metabolismo secundario da via
glicolitica estao relacionados com o crescimento e a progressao dos tumores
dorsais € com a formacao de metastases, os quais foram quantitativamente
determinados durante o crescimento tumoral.

A cinética das proporgcdes desses metabdlitos representam potentes
marcadores tumorais. Isto demonstra que metabolismo energético sofre

variacbes durante a progressdao dos tumores e que este processo
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seguramente € um dos fatores que em conjunto regulam as atividades de
morte celular do tipo apoptose e das vias intrinsecas na mitocondria.

A taurina, outro composto obtido neste estudo, talvez possa ser um
biomarcador metabdlico, atuando como um transmissor metabdlico. E
responsavel, entre outras fungdes, pela estabilizacdo da membrana celular,
que seguramente, no melanoma ou em outros tipos tumorais, pode ser de
fundamental importancia no desenvolvimento de mecanismo de escape de
defesa e de regulacao do crescimento celular.

A presenca de metabdlitos como a prolina, serina, fenilalanina cargas
lipidicas e, nas concentracdes de glicerol, colina, fosfocolina, lactato,
aspartato, alanina, mioinositol, taurina, acetato e creatina estao relacionados
com a invasao, a progressdao e a metastizacdo dos tumores dorsais de
melanoma B16F10 dos animais no 5° e 25° de crescimento tumoral
diferencialmente obtidos no RMN-2D. Estes dados corroboram as
determinagcées dos marcadores celulares que mostraram correlacoes

positivas na progressao deste tipo tumoral.
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A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo, em sessio de 07/03/2012, APROVOU 0
Protocolo de Pesquisa n° 009/12 intitulado: “ANALISE METABOLOMICA DE
ANIMAIS PORTADORES DE MELANOMA MURINO Bi6Fio POR
ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)" que utilizari 30 animais da espécie Cammndongos isogénicos da
linhagem C57BL/6J, apresentado pelo Programa de FISIOPATOLOGIA
EXPERIMENTAL

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).
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