Rev. Bras. Cancerol. 1987; 33(1):29-31

29
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Resumo

A 1,2-dimetil-hidrazina (DMH) induz a formacéo de tumores no intestino de ratos apds aplicacées
semanais durante 20 semanas. As atividades de xantina-oxidase (XO) e xantina- desidrogenase
(XD) variam de acordo com a distancia ao longo do intestino. Nos animais injetados com DMH
verificou-se uma diminuicdo da atividade enzimatica exatamente na porcdo onde ocorre maior in-
cidéncia tumoral. Anotou-se, também, um aumento da atividade XD em soro sanguineo de ratos

tratados com DMH.

Unitermos: xantina-oxidase, dimetil-hidrazina; carcinogénese

Introducéo

A aplicacdo repetida de dimetil-hidrazina (DMH)
em ratos induz a uma alta incidéncia de tumores no
intestino. Essa neoplasia ocorre mais frequen-
temente na regido colo-retal e no ceco adjacente ao
fleo. Em ratos, a DMH ocasionou um aumento nos
niveis de superoxido-dismutase contendo cobre e
zinco (Cu-Zn SD) mas ndo alterou a atividade de su-
peroxido-dismutase contendo manganés (Mn-SD)2.

O sistema xantina/xantina-oxidase é gerador de
radicais livres derivados do oxigénio, altamente reati-
VOS, contra 0s quais a superoxido-dismutase funcio-
na como agente protetor. Desde que sabemos ocor-
rerem alteracdes na atividade de superdxido-dismu-
tase intestinal na carcinogénese pela DMH, foi de
nosso interesse verificar os efeitos dessa droga na
atividade de xantina-oxidase intestinal.

Material e métodos

Tumores foram induzidos em ratos R machos
(150-200g) por injecao subcutanea semanal de DMH
(Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wis) numa do-
se de 20mg/kg de peso, durante 20 semanas. A DMH
para injecao foi preparada dissolvendo-se a drogaem
salinaisotbnica e ajustando o pH da solugdoem 6,5
com NaOH 1M.

Os animais foram mortos no maximo duas sema-
nas apos o final das injecBes. Antes, o sangue foi co-
letado por puncéo cardiaca direta e o soro separa-
do para posterior determinacéo da atividade de xan-
tina-desidrogenase (XD). O intestino foi retirado ime-
diatamente e lavado em salina gelada retirando-se,

entao, toda a gordura e tecido conjuntivo. O intesti-
no limpo foi dividido em porcdes, de bcm ou de
10cm, que foram pesadas e homogeneizadas com
agua (1:b). O homogeneizado foi centrifugado a 8.500
x g por 15 min e 0 sobrenadante foi, em seguida, dia-
lisado (4-8°C) contra agua destilada por 22 horas.
Apds didlise, nova centrifugacao foi realizada (8.500
x g por 10 min) e o sobrenadante usado para deter-
minacdo da atividade enzimatica.

A xantina-oxidase (XO) foi determinada espectro-
fotometricamente medindo-se a formacédo de acido
drico em 292 nm. O sobrenadante foi usado como
solucdo de enzima e o sistema para determinacao
de XO continha: 0,1ml da solucdo de enzima, 3,0ml
de tampao pirofosfato 0,015 M de pH 8,6 e 0,1mide
uma solucdo de hipoxantina (2 x 10-3 M). Esse sis-
tema foi incubadoa 37° C por 15min e o 4cido Urico
produzido medido em 292nm. A atividade XO foi ex-
pressaem nmoles de acido urico produzido por mg
de proteinaem 15 min, tomando-se para coeficien-
te de extingdo molarem 292nm, para o acido Urico,
o valor de 12,0 x 10.33

A atividade desidrogenase (XD) foi determinada
medindo-se a formazana produzida por reducdo de
um sal de tetrazolio, usado como descrito em outras
publicacdes4 5. O meio de incubacdo que continha
0,5ml de homogeneizado de intestino (ou de soro
sanguineo), 0,1ml de uma solucdo de hipoxantina
0,05 M e 0,3ml de solucdo » 0,1 % de cloreto de tri-
feniltetrazélio foi ajustado para um volume de 3,4ml
com tamp3o pirofosfato 0,015 M de pH 8,6. Rotinei-
ramente a reacéo processou-se durante 30 min e foi
interrompida pela adicdo de 5ml de &cido acético gla-
cial. A formazana produzida foi extraida com bml de
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éter de petroleo e medida em 480nm em um espec-
trofotdbmetro Perkin-Elmer, Colerman 55. A atividade
especifica da enzima foi expressa em microgramas
de formazana por ml de soro por 30 min a 37° C ou
em microgramas de formazana por mg de proteina
por 30min a 37° Cs.

A proteina foi determinada com o reagente Folin-
Ciocalteu seguindo-se a técnica de Lowry etal.7. A
diferenca entre as médias dos diversos grupos foi
analisada estatisticamente pelo teste ¢ (Student).

Resultados

A atividade enzimética foi medida em funcéo da
posicdo ao longo do intestino. Este processo tor-
nou-se obrigatdrio devido ao fato de os tumores atin-
girem muitos locais diferentes no intestino. Dessa
forma pode-se fazer uma comparacdo adequada
entre a atividade enzimatica em determinado local
de tecido com tumor e a atividade em local
equivalente de tecido normal. Consequentemente
o intestino foi dividido em porcées com 5e 10cm de
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comprimento desde o duodeno até o anus e as
atividades XO e XD foram medidas em cada porc3o.
A Figura 1 mostra que as atividades XO e XD vari-
am de acordo com a distancia ao longo do intesti-
no, sendo menor conforme se aproxima do anus.

Nos animais injetados com DMH verificou-se uma
diminuicdo da atividade enzimética exatamente na
por¢do onde ha maior incidéncia tumoral. Como
mostra a Tabela 1 essa diminuicdo da atividade en-
zimatica é estatisticamente significante na porcdo
dois e ndo significante na por¢do um, consideran-
do que a porgdo um compreende um segmento de
10cm de intestino a partir do duodeno e a porcdo dois
outro segmento de 10cm a seguir.

A determinacdo da atividade XD em soro san-
guineo de ratos mostrou, para oito ratos normais, um
valorde 43,6 + 1,8ug formazona/ml soro. Para ratos in-
jetados durante 20 semanas com DMH esses valores fo-
ram determinados em oito animais encontrando-se 58,3
* 2,4 g de formazana/ml de soro (Fig. 2) anotando-se,
pois, um aumento da atividade XD em soro de ratos in-
jetados com DMH.
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Fig. 1 — Atividade de xantina-desidrogenase e de xantina-oxidase em funcdo da distancia ao longo do intestino normal. O
intestino foi dividido em porgdes de 5 cm desde o duodeno até o 4nus. As atividades foram determinadas por métodos

descritos no texto



Xantina-oxidase e carcinogénese: Affonso e cols.

Tabela 1 — Atividade XD e XO no intestino
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; Segmento
Condicdo (10cm) Experiéncias XDt XOtb)
Normal 1 7 16,30 = 1,63 188 = 1,1
DMH 1 8 14,61 * 1,48 189 = 1,7
Normal 2 7 9.70°* 14,11 . P< 0,01 138 % 28 P= 0,01
DMH 2 8 6,32 = 0,79 81*1,0
(a) ug formazana/mg proteina Summary

(b) nmoles de &cido drico/mg proteina
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Colon tumors were induced in adult male rats by week-

ly s.c. injections of 1,2-dimethylhydrazine (DMH) at a dose
of 20 mg/kg body weight for 20 weeks. The XO and XD
activities were measured as a function of position along
the length of the intestine. Animals injected with DMH
showed enzyme activity reduced when compared to nor-
mal controls. An increase in XD activity was shown in
blood serum of animals treated with DMH.
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