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Resumo

Durante o cancer, 0 mecanismo de catabolismo proteico no musculo esquelético induzido pelo fator de inducdo de
protedlise (PIF; ou também Fator Walker), produzido por tumores humanos e de animais experimentais, tem sido
amplamente estudado quanto aos processos de sinalizagdo celular e vias metabolicas envolvidas no processo de
caquexia. As vias de degradacdo também podem ser ativadas pelas citocinas inflamatdrias séricas, presentes devido a
inflamacéo sistémica caracteristica deste quadro. Alteracdes cardiacas em pacientes com cancer-caquexia, denominada
como “caquexia cardiaca”, vém sendo amplamente observadas, porém frequentemente subestimada e pouco estudada.
Assim, considerando as vias de sinalizacao e altera¢cdes do metabolismo celular, a investigacdo da proliferacdo/morte
celular e viabilidade celular produzidos na vigéncia do cancer é de suma importancia para elucidar pontos chaves do
processo de caquexia, principalmente no tecido cardiaco. Desse modo, o presente estudo visou avaliar em modelo in
vitro (cardiomioblastos H9c2), os efeitos do liquido ascitico e do soro de ratos caquéticos portadores do tumor de
Walker-256, os quais contém fatores tumorais como Fator Walker e citocinas inflamatérias, mimetizando assim os

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

A sindrome de caquexia pode levar a atrofia cardiaca (Von Haehling et al., 2010), proporcionando o estado de
caquexia cardiaca, que é uma sindrome de prevaléncia metabdlica que tém recebido devida atencdo nos ltimos anos.
Esta diretamente associada com a falha cardiaca, e é geralmente, associada ao diagnéstico pouco favoravel (Anker et
al., 2002, Springer et al., 2013).

Proteolise instalada no estado de caquexia, no caso do tecido cardiaco pode, portanto, promover a perda da fungéo do
coracdo (Torres et al., 2003, Tian et al., 2010), e com isso gerar a insuficiéncia cardiaca crénica. Em diferentes
modelos experimentais de caquexia, foi evidenciada reducdo no peso do coracdo e diminuicdo na espessura da parede
ventricular, na fracdo de ejecdo cardiaca e na contratilidade ventricular (Springer et al., 2014; Borges et al., 2014). O
tamanho do coracdo dos animais portadores de tumor é regido pelo balanco entre sintese e degradacgdo de proteinas. A
degradacdo das proteinas cardiacas é promovida pelas vias ubiquitina-proteassoma e pelas vias autofagia-lisossomal
(catepsinas) e dependente de calcio (Costelli et al, 2001; Borges et al, 2014; Cosper et al, 2011), além da reduzida
sintese de proteinas, que esta associada a diminuicdo da fosforilagdo da mTOR (mechanistic target of rapamycin)
(Manne et al, 2013). As vias ubiquitina-proteossomo, autofagia-lisossomal (catepsinas) e dependente de célcio

(calpaina) podem ser ativadas pelo fator indutor de protedlise (PIF) (Todorov et al., 1996, Wang et al., 2009), e
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também pelo Fator Walker (FW), uma proteina de peso molecular de 24 kDa, imunologicamente analoga ao PIF,
isolada a partir do liquido ascitico 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 a atuacdo do PIF, em células de
musculo esquelético C,Cy,, diminuindo a proliferacdo celular e induzindo o aumento da degradacdo proteica
(Yano et al., 2008, Gongalves et al, 2013).

Além de fatores tumorais, como o PIF e o FW, a inflamacdo sistémica, caracteristica do quadro de caquexia,
acompanhada do aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatérias séricas, pode ativar as vias de degradacdo proteica
no musculo cardiaco, além de induzir também outras alteragcbes (Murphy, 2016). Em nossos trabalhos prévios
constatou-se em experimento in vivo que o cancer de fato causa, também, intenso prejuizo do musculo cardiaco
(Toneto et al., 2016).

Sabendo-se que o tumor de Walker-256 é um modelo experimental de caquexia, € que o soro dos animais caquéticos
também contém FW, além de vérias citocinas pro-inflamatorias, o presente estudo prop6s avaliar os efeitos desses
fatores sobre a proliferacdo e viabilidade de cardiomioblastos, mimetizando o estudo in vivo, partindo-se do

pressuposto que a evolucdo tumoral causa prejuizos a diferentes tecidos/0rgéos e principalmente ao coragao.
Materiais e métodos

Células H9c2, correspondentes a mioblastos isolados de musculo cardiaco de rato (Rattus norvegicus) foram
cultivadas em meio DMEM com alta concentracdo de glicose (4,5 g/L), suplementado com 10% de soro fetal bovino
acrescido com antibidticos (100 U/mL de penicilina e 0.1 mg/mL estreptomicina), piruvato de sédio (1ImM) e
glutamina (2mM) , sob uma atmosfera de 5% de CO,, 37°C e 95% de umidade relativa.

Para a realizacdo dos experimentos, as células H9c2 foram cultivadas em placas de 96 pogos a densidade inicial de 1,5
x 10 células/cm?.

Antes de atingir o estado de confluéncia, as células H9c2 (cardiomioblastos) foram tratadas com 5% de soro de
animais portadores de tumor de Walker-256 (SW) e 5% de liquido ascitico de animais portadores de tumor de Walker-
256 (A), no meio de cultura (DMEM com 1% penicilina, 1% glutamina e 1% piruvato, em 37°C a 5% de CO2) por
48hs e, entdo, comparadas com o grupo controle padrdo com 5% de soro fetal bovino (Controle), com o grupo exposto
a 5% soro de animais saudaveis (SR), servindo de controle para o grupo SW, e com 0 grupo exposto a 5% de liquido

ascitico inativado a 80°C durante 10 minutos (Al), que serviu de controle para o grupo A.

Para andlise da proliferacéo foi realizado o ensaio de Cristal Violeta, técnica que consiste na coloragdo de proteinas
celulares, principalmente nucleares. O resultado foi obtido através da absorbancia (570nm), conforme metodologia

descrita por Feoktistova, et al. (2016).

Para analise 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 absorbancia (570nm),
conforme metodologia descrita por Cruz, et al. (2020). Para esta anélise, foi acrescentado o grupo exposto ao Fator
Walker na concentracdo de 10% (FW). O FW foi isolado a partir do liquido ascitico de animais portadores de tumor

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

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As comparacgdes estatisticas foram realizadas com a
utilizacdo do teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni (Graph Pad Prism software, v 5.00 para Windows

2008, USA). A significancia estatistica foi considerada quando P < 0,05.



Resultados e Discussao

Como mencionado, 0 quadro de caquexia cardiaca em decorréncia do cancer é acompanhado do aumento nos niveis
de citocinas inflamatdrias séricas, além do que em ratos portadores de carcinossarcoma de Walker-256, 0s soros
também contem o FW. A escolha do uso do soro de ratos caquéticos, portadores de carcinossarcoma de Walker-256, e
também do liquido ascitico, que também contém o FW, in vitro, foi pautada pelas respostas globais do hospedeiro em
funcédo dos resultados prévios do laboratério que mostram que a evolugdo tumoral ndo se restringe a um Unico fator,
mas sim ao conjunto de atuacdo de vérios fatores como o FW, citocinas pro-inflamatérias, fatores humorais e outros

possiveis fatores tumorais, causando prejuizos a diferentes tecidos/6rgaos e principalmente ao coracao.
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Figura 1. Proliferagdo celular de cardiomiblastos H9c2 tratados por 48hrs. Porcentagem de aumento (%) das células tratadas com SR (soro
de rato saudavel, 5%), SW (soro de rato portador de tumor de Walker-256, 5%), A (liquido ascitico, 5%) e Al (liquido ascitico inativado, 5%)
em relagdo as células controle (Soro fetal bovino, 5%). Média + desvio padrdo (n = 8). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre
o0s 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 saudavel, 5%), SW (soro de rato portador de tumor de Walker-256, 5%), A (liquido ascitico,
5%) e Al (liquido ascitico inativado, 5%) em relacdo as células do grupo Controle (Soro fetal bovino, 5%). Média * desvio padrdo (n = 8).
Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Assim, células H9c2 expostas ao SR e ao SW apresentaram maior proliferacdo, em relacdo as células dos grupos
controle, A e Al (Figura 1). As células H9c2 incubadas com liquido ascitico (A ou Al) ndo apresentaram mudancas na
viabilidade celular em relagdo as células controle, porém apresentaram diminuicdo da viabilidade em relagdo as

celulas tratadas com SR (Figura 2). A incubagdo com FW promoveu diminuicdo da quantidade de células viéveis



(Figura 2). Agora, como proposta de analise, embora tenhamos observado proliferacdo celular, a incubagdo com SW
reduziu drasticamente a viabilidade celular, quando comparado com as células controle e principalmente comparado
as células incubadas com SR (P < 0,0001), alcancando niveis de viabilidade celular semelhante ao FW (P = 0,6691).
Desse modo, embora 0 SW e SR aumentem, de maneira semelhante, a proliferagdo celular, o soro de rato caquético

(SW) causou efeitos adversos a viabilidade celular.
Conclusoes

Embora o soro de ratos caquéticos portadores de tumor induzam & proliferacdo celular das células H9c2 de maneira
semelhante ao respectivo controle, a viabilidade dessas células foi drasticamente reduzida, de maneira semelhante as
células expostas ao Fator Walker em alta concentracdo, indicando que no soro de ratos caquéticos portadores de tumor

contém fatores somados ao FW que potencializam os efeitos adversos as células cardiacas.
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