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Resumo 

Durante o câncer, o mecanismo de catabolismo proteico no músculo esquelético induzido pelo fator de indução de 

proteólise (PIF; ou também Fator Walker), produzido por tumores humanos e de animais experimentais, tem sido 

amplamente estudado quanto aos processos de sinalização celular e vias metabólicas envolvidas no processo de 

caquexia. As vias de degradação também podem ser ativadas pelas citocinas inflamatórias séricas, presentes devido à 

inflamação sistêmica característica deste quadro. Alterações cardíacas em pacientes com câncer-caquexia, denominada 

como “caquexia cardíaca”, vêm sendo amplamente observadas, porém frequentemente subestimada e pouco estudada. 

Assim, considerando as vias de sinalização e alterações do metabolismo celular, a investigação da proliferação/morte 

celular e viabilidade celular produzidos na vigência do câncer é de suma importância para elucidar pontos chaves do 

processo de caquexia, principalmente no tecido cardíaco. Desse modo, o presente estudo visou avaliar em modelo in 

vitro (cardiomioblastos H9c2), os efeitos do líquido ascítico e do soro de ratos caquéticos portadores do tumor de 

Walker-256, os quais contém fatores tumorais como Fator Walker e citocinas inflamatórias, mimetizando assim os 

efeitos do tumor de Walker-256, na proliferação/morte e viabilidade celular dos cardiomioblastos.  

Introdução  

A síndrome de caquexia pode levar à atrofia cardíaca (Von Haehling et al., 2010), proporcionando o estado de 

caquexia cardíaca, que é uma síndrome de prevalência metabólica que têm recebido devida atenção nos últimos anos. 

Está diretamente associada com a falha cardíaca, e é geralmente, associada ao diagnóstico pouco favorável (Anker et 

al., 2002, Springer et al., 2013).  

Proteólise instalada no estado de caquexia, no caso do tecido cardíaco pode, portanto, promover a perda da função do 

coração (Torres et al., 2003, Tian et al., 2010), e com isso gerar a insuficiência cardíaca crônica. Em diferentes 

modelos experimentais de caquexia, foi evidenciada redução no peso do coração e diminuição na espessura da parede 

ventricular, na fração de ejeção cardíaca e na contratilidade ventricular (Springer et al., 2014; Borges et al., 2014). O 

tamanho do coração dos animais portadores de tumor é regido pelo balanço entre síntese e degradação de proteínas. A 

degradação das proteínas cardíacas é promovida pelas vias ubiquitina-proteassoma e pelas vias autofagia-lisossomal 

(catepsinas) e dependente de cálcio (Costelli et al, 2001; Borges et al, 2014; Cosper et al, 2011), além da reduzida 

síntese de proteínas, que está associada à diminuição da fosforilação da mTOR (mechanistic target of rapamycin) 

(Manne et al, 2013). As vias ubiquitina-proteossomo, autofagia-lisossomal (catepsinas) e dependente de cálcio 

(calpaína) podem ser ativadas pelo fator indutor de proteólise (PIF) (Todorov et al., 1996, Wang et al., 2009), e 
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também pelo Fator Walker (FW), uma proteína de peso molecular de 24 kDa, imunologicamente análoga ao PIF, 

isolada a partir do líquido ascítico de ratos portadores do carcinossarcoma de Walker-256 (Yano et al., 2008). Em 

estudos anteriores, foi observado que o FW apresentou efeitos in vitro semelhantes à atuação do PIF, em células de 

músculo esquelético C2C12, diminuindo a proliferação celular e induzindo o aumento da degradação proteica 

(Yano et al., 2008, Gonçalves et al, 2013). 

Além de fatores tumorais, como o PIF e o FW, a inflamação sistêmica, característica do quadro de caquexia, 

acompanhada do aumento nos níveis de citocinas pro-inflamatórias séricas, pode ativar as vias de degradação proteica 

no músculo cardíaco, além de induzir também outras alterações (Murphy, 2016). Em nossos trabalhos prévios 

constatou-se em experimento in vivo que o câncer de fato causa, também, intenso prejuízo do músculo cardíaco 

(Toneto et al., 2016). 

Sabendo-se que o tumor de Walker-256 é um modelo experimental de caquexia, e que o soro dos animais caquéticos 

também contém FW, além de várias citocinas pro-inflamatórias, o presente estudo propôs avaliar os efeitos desses 

fatores sobre a proliferação e viabilidade de cardiomioblastos, mimetizando o estudo in vivo, partindo-se do 

pressuposto que a evolução tumoral causa prejuízos a diferentes tecidos/órgãos e principalmente ao coração.  

Materiais e métodos 

Células H9c2, correspondentes a mioblastos isolados de músculo cardíaco de rato (Rattus norvegicus) foram 

cultivadas em meio DMEM com alta concentração de glicose (4,5 g/L), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

acrescido com antibióticos (100 U/mL de penicilina e 0.1 mg/mL estreptomicina), piruvato de sódio (1mM) e 

glutamina (2mM) , sob uma atmosfera de 5% de CO2, 37°C e 95% de umidade relativa. 

Para a realização dos experimentos, as células H9c2 foram cultivadas em placas de 96 poços à densidade inicial de 1,5 

x 10
4 
células/cm

2
.  

Antes de atingir o estado de confluência, as células H9c2 (cardiomioblastos) foram tratadas com 5% de soro de 

animais portadores de tumor de Walker-256 (SW) e 5% de liquido ascítico de animais portadores de tumor de Walker-

256 (A), no meio de cultura (DMEM com 1% penicilina, 1% glutamina e 1% piruvato, em 37ºC a 5% de CO2) por 

48hs e, então, comparadas com o grupo controle padrão com 5% de soro fetal bovino (Controle), com o grupo exposto 

a 5% soro de animais saudáveis (SR), servindo de controle para o grupo SW, e com o grupo exposto a 5% de liquido 

ascítico inativado à 80ºC durante 10 minutos (AI), que serviu de controle para o grupo A.  

Para análise da proliferação foi realizado o ensaio de Cristal Violeta, técnica que consiste na coloração de proteínas 

celulares, principalmente nucleares. O resultado foi obtido através da absorbância (570nm), conforme metodologia 

descrita por Feoktistova, et al. (2016). 

Para análise da viabilidade celular, foi realizado o ensaio de MTT, técnica que consiste em detectar as células 

metabolicamente ativas com base na atividade mitocondrial, o resultado foi obtido através da absorbância (570nm), 

conforme metodologia descrita por Cruz, et al. (2020). Para esta análise, foi acrescentado o grupo exposto ao Fator 

Walker na concentração de 10% (FW). O FW foi isolado a partir do líquido ascítico de animais portadores de tumor 

de Walker-256, conforme protocolo descrito por Yano et al. (2008).   

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. As comparações estatísticas foram realizadas com a 

utilização do teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni (Graph Pad Prism software, v 5.00 para Windows 

2008, USA). A significância estatística foi considerada quando P < 0,05. 

 



Resultados e Discussão 

Como mencionado, o quadro de caquexia cardíaca em decorrência do câncer é acompanhado do aumento nos níveis 

de citocinas inflamatórias séricas, além do que em ratos portadores de carcinossarcoma de Walker-256, os soros 

também contem o FW. A escolha do uso do soro de ratos caquéticos, portadores de carcinossarcoma de Walker-256, e 

também do líquido ascítico, que também contém o FW, in vitro, foi pautada pelas respostas globais do hospedeiro em 

função dos resultados prévios do laboratório que mostram que a evolução tumoral não se restringe a um único fator, 

mas sim ao conjunto de atuação de vários fatores como o FW, citocinas pró-inflamatórias, fatores humorais e outros 

possíveis fatores tumorais, causando prejuízos a diferentes tecidos/órgãos e principalmente ao coração.  
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Figura 1. Proliferação celular de cardiomiblastos H9c2 tratados por 48hrs. Porcentagem de aumento (%) das células tratadas com SR (soro 

de rato saudável, 5%), SW (soro de rato portador de tumor de Walker-256, 5%), A (líquido ascítico, 5%) e AI (líquido ascítico inativado, 5%) 

em relação às células controle (Soro fetal bovino, 5%). Média ± desvio padrão (n = 8). Letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

os grupos (P < 0,05). 
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Figura 2. Viabilidade celular de cardiomiblastos H9c2 tratados por 48hrs. Porcentagem de aumento (%) da viabilidade das células tratadas 

com FW (Fator Walker, 10%), SR (soro de rato saudável, 5%), SW (soro de rato portador de tumor de Walker-256, 5%), A (líquido ascítico, 

5%) e AI (líquido ascítico inativado, 5%) em relação às células do grupo Controle (Soro fetal bovino, 5%). Média ± desvio padrão (n = 8). 

Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos (p < 0,05). 

Assim, células H9c2 expostas ao SR e ao SW apresentaram maior proliferação, em relação às células dos grupos 

controle, A e AI (Figura 1). As células H9c2 incubadas com líquido ascítico (A ou AI) não apresentaram mudanças na 

viabilidade celular em relação às células controle, porém apresentaram diminuição da viabilidade em relação às 

células tratadas com SR (Figura 2). A incubação com FW promoveu diminuição da quantidade de células viáveis 



(Figura 2). Agora, como proposta de análise, embora tenhamos observado proliferação celular, a incubação com SW 

reduziu drasticamente a viabilidade celular, quando comparado com as células controle e principalmente comparado 

as células incubadas com SR (P < 0,0001), alcançando níveis de viabilidade celular semelhante ao FW (P = 0,6691). 

Desse modo, embora o SW e SR aumentem, de maneira semelhante, a proliferação celular, o soro de rato caquético 

(SW) causou efeitos adversos à viabilidade celular. 

Conclusões 

Embora o soro de ratos caquéticos portadores de tumor induzam à proliferação celular das células H9c2 de maneira 

semelhante ao respectivo controle, a viabilidade dessas células foi drasticamente reduzida, de maneira semelhante às 

células expostas ao Fator Walker em alta concentração, indicando que no soro de ratos caquéticos portadores de tumor 

contêm fatores somados ao FW que potencializam os efeitos adversos às células cardíacas.   
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