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RESUMO

Os autores estudaram os niveis de atividade oxiddsica da
cerulopasmina sérica em ratos machos da linhiagem isogénica U
inoculados com um sarcoma singénico. Hiperceruloplasminemia
estatisticamente significativa foi observada em todos as fases de
crescimento tumoral. Valores normais de cerulopasmina foram
obtidos unicamente ap6s a 12 dose de ciclofosfamida (100 mg/kg,
por via intraperitoneal). A subseqliente administracdo semanal da
droga néo bloqueou o reaparecimento da hiperceruloplasminemia
nos animais portadores de sarcoma. Ratos normais tratados pela
ciclofosfamida, de acordo com o mesmo esquema, apresentaram
queda na atividade enzimédtica apés a 12 dose. Os autores concluem
que a hiperceruloplasminemia sugere a presenca latente de células
neopldsicas vidveis e pode servir como um teste bioquimico para
monitorizar o processo maligno.
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albi-

nos Wistar portadores de um

fibrossarcoma transplantdvel.
Abreut! observou aumento
considerdvel na concentracdo
de ceruloplasmina sérica. Es-
ses dados foram confimados
por Thomas e Contantines-
cutz e Thomas, Olinescu e
Constantinescu 13 trabalhando
com ratos inoculados com car-
cinoma de Jensen e tumor
O-Ya, respectivamente. Estu-
dos recentes com o carcino-
ma VX, .implantado em coe-
lhos 14,15 sugeriram que a hi-
perceruloplasminemia poderia
servir como marcadora de ati-
vidade neopldsica. O presente
trabalho foi executado visan-
do obter dados sobre a ativi-
dade oxiddsica da ceruloplas-
mina no soro de ratos duran-
te o0 crescimento de um sar-
coma singénico. Foram igual-
mente estudados os efeitos da
administragdo de ciclofosfami-
da (CY) sobre a ceruloplas-
minemia em ratos normais e
em portadores de sarcoma.
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MATERIAL E METODOS

Ratos machos da linhagem
isogénica U, pertencentes a co-
Idnia do Instituto Nacional de
Céncer, foram usados em to-
das as experiéncias. Esses ani-
mais foram mantidos com ra-
¢do balanceada e dgua ‘‘ad
libitum' e pesavam 180 a
200 g. O sarcoma Il, tumor
singénico para o rato U, ori-
nalmente induzido pela inocu-
lacdo de 20-metilcolantreno, é
mantido por passagens em sé-
ries nos ratos machos U pela
implantacdo subcutdnea dorsal
de 2 a 3 mm3 de tecido tumo-
ral por meio de trocdter. Os
sarcomas utilizados no presen-
te trabalho encontravam-se na
823, 83a e 84a passagens. O
tempo de sobrevida médio dos
ratos portadores de sarcoma ||
foi de 23,2 + 7.3 dias (média
+ desvio padrdo para 15 ani-
mais).

Ratos U normais foram usa-
dos como controles.

Os ratos portadores de tu-
mor foram sangrados aos 7,
14, 21 e 26 dias ap06s a inocu-

lacdo com sarcoma IlI. Um
grupo de ratos implantados
com sarcoma |l foi tratado

semanalmente pela administra-
cdo intraperitoneal de CY
(100 mg/kg), e um outro
grupo de animais normais re-
cebeu igual terapéutica. Em
todos 0s ratos tratados com
CY o sangue foi obtido sem-
pre 24 horas apds a injecdo
da droga.

O sangue de todos os ani-
mais foi colhido por puncdo
intracardiaca sob anestesia pe-
lo éter etflico. Os soros fo-
ram separados e estocados
a—180C.

Com a finalidade de estan-
dardizar a dosagem da cerulo-
plasmina fizeram-se curvas pa-
drdes para determinacdo do
cobre sérico pelo método de
Gubler e colaboradoress ba-
seado na reacdo com dietil-
ditiocarbonato de sodio. As
curvas foram feitas nas con-
centracbes de 0 a 8 ug de

cobre nos espectrofotdmetros
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Zeiss mod. PMQ-ll e Gil-
ford mod. 240 ambas em 440
nm. Em seguida foram efe-
tuadas diversas determinactes
de cobre sérico total e livre
em um “pooling” de soros
de ratos U normais pelo mé-
todo de Gubler e colabora-
dores.s Como foi por .nés
estudado anteriormentet 99%
do cobre sérico no rato ndo
é livre e encontra-se combina-
do fazendo parte da molé-
cula de ceruloplasmina.

Encontramos no ‘‘pooling”’
de soros 180ug de cobre
ceruloplasminico por 100ml.
Tendo em vista que a molé
cula de ceruloplasmina (peso
molecular = 151000 dal-
tons) contém 0.34% de cobre
a concentracdo da enzima no
“pooling’”” de soros de ratos
foi 52.9 mg por 100 ml. A
concentracdo normal de ceru-
loplasmina sérica no rato é su-
perior a encontrada no ho-
mem: 32.3 + 4.9mg/100 m|
pelo método de Ravin. 10 Esse
fato foi por ndés demonstra-
do.1.?2

A mistura de soros de ra-
tos acima estudada foi utiliza-
da para construir curvas-pa-
drdo de atividade da cerulo-
plasmina de acordo com o
método enzimatico espectro-
fotométrico de Ravin, 10 ba-
seado na atividade oxidasica
em pH 5.4 usando como subs-
trato o dicloridrato de p-fe-
nilenodiamina. As curvas fo-
ram obtidas nos espectrofotd-
metros Zeiss mod. PMQ Il e
Gilford mod. 240, com cu-
bas de 10 mm de caminho
6tico em 530 nm. Fizeram-se
5 pontos com o0s seguintes
volumes de soro padrdo:
0.01, 0.02, 0.03, 0.04 e 0.05
m! e calcularam-se as constan-
tes das curvas. Encontramos,
como anteriormente, exata
proporcionalidade entre as
concentracdes de ceruloplas-
mina e a atividade oxidasi-
ca. Em funcdo do tempo
a oxidacdo enziméatica do
substrato segue a cinética de
ordem zero (linear). Passa-
mos a fazer, rotineiramente,

determinagGes de ceruloplas-
mina com aliquotas de 0.02
ml de soro de rato.

Os niveis de atividade oxi-
désica da ceruloplasmina fo-
ram assim determinados pelo
método de Ravin10 nos soros
de todos os ratos sendo os
resultados expressos em
mg/100 ml de soro. A média
e 0 respectivo desvio padrdo
da média de cada grupo de
animais foram calculados e a
significancia estat{stica das di-
ferencas entre os varios grupos
de ratos foi avaliada pelo teste
t de Student. Valores de P
iguais ou menores do que 0.05
foram  considerados como
significantes no citado teste.

RESULTADOS

O efeito do crescimento do
sarcoma |l sobre a atividade
oxidasica da ceruloplasmina
no soro dos ratos portadores
é mostrado na Tabela 1. Ob-
serva-se  hiperceruloplasmine-
mia estatisticamente signifi-
cante em todas as fases de
evolucdo tumoral estudadas,
desde o 70 até o 269 dia (fa-
se terminal). Ndo foram en-
contradas diferencas significa-
tivas entre os varios grupos
de portadores.

A influéncia da administra-
¢cdo de CY na ceruloplasmi-
nemia de ratos normais &
apresentada na Tabela 2. Uma
depressdo estatisticamente
significante nos niveis da en-
zima foi observada somente
apo6s a 1@ dose de CY, sendo
que a atividade da oxidase
volta a taxas ndo significan-
temente diferentes dos contro-
les 24 horas apds a 28 dose
da droga (Tabela 2).

Na Tabela 3 podemos ob-
servar o efeito da terapia com
CY sobre a ceruloplasmina sé-
rica em ratos inoculados com
sarcoma |l. Foi evidente a
influéncia da droga na 12 se-
mana de tratamento. Os ni-
veis da oxidase foram man-
tidos dentro da normalidade
tendo em vista que a diferen-
ca em relacdo ao grupo de ra-
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tos normais sem tumor ndo
foi estatisticamente significan-
te (Tabela 3), embora a mé-
dia dos animais tratados com
CY seja mais baixa. Por ou-
tro lado, com 14 e 21 dias

mos hiperceruloplasminemia
altamente significante. Esse
fatc € bastante interessante
tendo-se em mente que 0s
animais continuaram a tera-
péutica com altas doses de

de evolucdo tumoral observa- CVY.

Tabela 2
Niveis de ceruloplasmina no soro de ratos U normais tratados
com ciclofosfamida (CY)a.

Tratamento No de Ceruloplasmina b pd
ratos Média + DPMC

CY (12 dose) 5 40.8 =+ 4.8 < 0.05

CY (22 dose) 6 813 + 7.6 <.0.2

Controles

(sem CY) 10 64.2 + 94 -

a 100 mg/kg por via intraperitoneal com um intervalo de 7 dias entre
a1d e a 22 dose.

b mg/100 ml de soro.

¢ DPM = desvio padrdo da média.

d Significancia estatfstica em relagdo aos controles.

Tabela 1
Atividade da ceruloplasmina sérica em ratos U portadores
de sarcomo 1.
Dias apos N©O de Ceruloplasmina@ P¢
inocula¢do ratos Média + DPM b
7 5 89,1 £ b3 < 0.05
14 5 954 + 8.0 < 0.05
21 5 93.1 + 5.1 < 0.02
26 . 5 98.2 + 2,5 < 0.01
Controles 10 64.2 £ 9.4

(ndo inoculados)

a mg/100 ml de soro.
b DPM = desvio padrdo da média.
¢ Significancia estatfstica em relagdo aos controles.

Tabela 3
Ceruloplasmina sérica em ratos U portadores de sarcoma Il
tratados com ciclofosfamida 3.

Dias apos No de Ceruloplasmina b pd
inoculagdo ratos Médio + DMP€®
do sarcoma il
7 5 50.8 + 2.7 < 0.2
14 5 1003 = 6.3 < 0.01
21 3 93.8 £ 1.3 < 0.01
Controles 10 64.2 + 94 ——

{ndo inoculados)

a 100 mg/kg por via intraperitoneal nos dias 6, 13 e 20 ap6s o trans-
plante do sarcoma Il,

b mg/100 ml de soro.

¢ DPM = desvio padrdo da média.

d Significdncia estatfstica em relacdo aos controles.
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COMENTARIOS

A ceruloplasminemia nos ra-
tos da linhagem U é mais alta
gue as concentracGes da enzi-
ma observadas em homens
normais. 10 Esses achados es-
tdo de acordo com os resulta-
dos de Abreut.2 e de Tho-
mas, Olinescu e Constanti-
nescu 13 usando diferentes li-
nhagens de ratos. Os dados
apresentados no presente e em.
outros trabalhost. 2,12, 13
permitem concluir que o0s
neoplasmas malignos induzem
hipercerulopasminemia no ra-
to. Recentemente Ungar-Wa-
ron e colaboradores14 e Voel-
kel e colaboradoresis obser-
varam elevadas taxas de ceru-
loplasmina no plasma de coe-
lhos portadores de carcino-
ma VX,. E interessante aqui
lembrar que Abreu e Abreu 3
observaram queda significati-
va nos niveis de ceruloplas-
mina sérica em estdgios avan-
cados de desenvolvimento do
carcinoma ascitico de Ehrlich
em camundongos Swiss. Ten-
do sido descritas altas con-
centracdes de cerulopasmina
no soro de, pacientes cance-
rososé. 9.1t 0s nossos dados
sugerem que O rato parece
ser um modelo experimental
melhor do que o camundongo
para estudos sobre ceruloplas-
minemia em neoplasias.

A CY possui um potente
efeito iumunosupressi-
vo7.8,16 alédm de ser uma
droga de escolha na quimio-
terapia oncolégica4 . Em ratos
normais a CY acarreta hipo-
ceruloplasminemia apds a 12
dose. Com o esquema de do-
ses usado no presente traba-
lho a droga mantém a ceru-
lopasmina em niveis normais
somente ap6s a 18 adminis-
tracdo em ratos portadores de
sarcoma |l. Subseqglientemen-
te, mesmo em tratamento com
CY verifica-se a recurréncia da
hiperceruloplasminemia embo-
ra o crescimento tumoral ndo
tenha sido detectado pela
palpacdo. Aparentemente o0s
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animais parecem livres de tu-
mores com 21 dias de terapia
mas a ceruloplasmina perma-
nece em altos niveis. O tra-
tamento com a CY foi inter-
rompido depois da 328 dose e
0 sarcoma recidivou matando
0s ratos hospedeiros num
periodo de 100 a 120 dias
ap6s o transplante. Por con-
seguinte a hiperceruloplasmi-
nemia sugere a presenca de
células latentes de sarcoma e
pode servir como um teste
bioqumico para monitorizar o
processo neopldsico.

A depressdo observada na
ceruloplasminemia em ratos
normais bem como nos ani-
mais inoculados com sarcoma
Il ap6s a 12 dose de CY ¢é
um dado intrigante. Parece-
nos prematuro tentar expli-
car com base na presente in-
vestigagdo o mecanismo do
efeito da CY sobre a ceru-
lopasmina, tendo em vista que
os mediadores que controlam
a sintese da enzima ainda
ndo sdo suficientemente co-
nhecidos. Recentemente,
Voelkel e colaboradorests ob-
servaram aumentos paralelos
de ceruloplasmina, prostaglan-
dina E, (PGE,) e seu metabo-
lito 13,14-dihidro-15-ceto-
PGE, (PGE,—M) no plasma
de coelhos inoculados com
carcinoma VX,. O aumento
da ceruloplasmina é precoce
bem como o de PGE,—M
(que chega a 20 vezes a taxa
plasmatica normal), sendo que
o tumor secreta elevadas con-
centracOes da prostaglandina.

40

SUMMARY

Hyperceruloplasminemia was de-
tected in U strain isogenic male
rats bearing a syngeneic sarcoma
in all phases of neoplasm evolu-
tion. Normal levels of ceruloplas-
min oxidase activity were only
observed after the first dose of
intraperitoneally administered cy-
clophosphamide (100 mg/kg). Ho-
wever subsequent weekly therapy
with the drug did not prevent
the return of high levels of serum
ceruloplasmin in the tumor hosts.
Healthy rats treated similarly with
cyclophosphamide presented a fall
in the enzyme activity after the
first dose. The constant hyperce-
ruloplasminemia observed suggests
the presence of viable latent sar-
coma celles and can serve as a bio-
chemical test to monitorize the
malignant process.
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