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RESUMO

As células tumorais liberam no I/quido ascitico e no meio de cultura um
fator com capacidade de inibir atividade da enzima xantina desidrogenase. Tal
fator inibidor ndo foi evidenciado em exsudato peritoneal induzido por
antigenos nao tumorais e no fluido sobrenadante de cultura de linfécitos. A
inibicdo da enzima é provocada por um fator dialisdvel que se apresentou com
comportamentos quimicos e fisicos semelhantes aos da 6-hidroxipterina, um
catabdlito do dcido félico e de folatos derivados de células malignas.

* Trabalho realizado com suporte financeiro do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).

INTRODUGAO

Existem evidéncias consideraveis
de que pacientes com leucemia, do-
enca de Hodgkin, mieloma maltiplo
e outras neoplasias no sistema lin-
forreticular apresentam deficiéncia

de 4cido félico?®. O 4cido félico e a

sua forma coenzimética, 4cido te-
traidrofélico, estdo envolvidos em
vias criticas da divisdo celular. O
acido tetraidrofélico serve como
transportador intermedidrio dos
grupos hidroximetilico (-CH,OH),
formilico (-CHO) ou metilico
(-CH3) em um grande ndmero de
reacdes enzimdticas nas quais esses
grupamentos sao transferidos de um
metabdlito Para outro ou sdo inter-
convertidos* °

Recentemente constatou-se que
células em cultura liberam pterinas,
como produto do catabolismo do
acido folico. Células malignas em
cultura liberam uma determinada
pterina que células epiteliais nor-
mais, amnioticas e fibroblastos em-
bridnicos ndo liberam na mesma ve-
locidade. Esta pterina foi inicial-
mente classificada. como 6-carboxi-
aldeido pterina e depois como 6-hi-
droximetil pterina. A presenca des-
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ta pterina também foi evidencia-
da na urina de pacientes portadores
de tumores malignos na concentra-
¢do de 300 nmol/ml ou mais e, pra-
ticamente, ndo foi encontrada na
urina de individuos normais, quer
por dosagem pela cromatografia
em papel e espectro de absorgdo no
ultravioleta®: ° quer pelo seu poder
inibidor da enzima xantina desidro-
genase (XD)”.

A finalidade deste trabalho foi a
de determinar a presenga dessa pte-
rina inibidora da XD em culturas de
células tumorais e de células nor-
mais no liquido ascitico e no exsu-
dato peritoneal, mostrando ainda a
identidade quimica entre este fator
inibidor e uma das pterinas do cata-
bolismo do 4cido félico ou de deri-
vados de folatos.

MATERIAL E METODOS

Foi usada hipoxantina da “‘Cali-
fornia Corporation for Biochemical’’
e 4cido félico e cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazol, da E. Merck Darms-
tadt; meio basal de Eagle (Base de
Hanks) (MEM) da BBL Division of
Becton, Dickinson & Co., e meio
199, do Difco Lab. As pterinas usa-
das, 6-carboxialdeido (6-CHO-pte-
rina), 6-hidroximetil (6-OH-pterina)
e 6-carboxilato (6-COOH-pterina),
foram preparadas pelo método des-
crito por Waller e cols.!? com mo-
dificagdes por nés introduzidas.

Animais. Foram utilizados ca-
mundongos machos, das estirpes B
10A e SW, mantidos no Centro de
Pesquisa Basica do INCa através de
cruzamentos endogdmicos, e ratos
R de ambos os sexos, alimentados
ad libitum.

Tumores. Mec 1. Induzido por
20-metilcolantreno na forma asci-
tica em camundongos B 10A. Tu-
mor de Ehrilich: indiferenciado, de
origem espontdnea como carcinoma
de glandula mamaéria de camundon-
go e posteriormente transformado
para a forma ascitica.

Purificagdo da enzima XD. Foi
feita seguindo o método descrito
por Mitidieri e col.® usando as pro-
tefnas solliveis de figado de ratos
R!!. No preparo da enzima todas
.as operagdes foram conduzidas en:
tre 0-49C sendo a enzima precipi-
tada numa concentracdo final de
54% de sulfato de amodnio, como
descrito em trabalho anterior?.
Ap6s a didlise por 24 horas a enzi-
ma em solugdo foi tratada por
n-butanol (1:1), centrifugada a

1000 x g/15 min e o sobrenadante
dividido em pequenos frascos e
guardado a 200C. O conteido dos
frascos foi somente descongelado
no momento do emprego para a do-
sagem enzimatica.

Atividade da enzima XD. A ativi-
dade da enzima foi medida por mé-
todo previamente descrito® 5. As
determinagGes foram conduzidas
em tubos de Thunber usando hi-
poxantina como substrato e cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazol que redu-
zido a formazana foi determinado
em 480 nm. Os resultados foram
expressos em microgramas de for-
mazana produzidos por ml de solu-
¢do de enzima durante 30 min a

370C.
Cultura de tecidos. Os meios usa-

dos MEM e meio 199 foram prepa-
rados com &gua tridistilada e esteri-
lizados por filtragdo a vicuo por
membranas GS (Millipore) de 0,22
micra. O meio 199 foi complemen-
tado com soro fetal bovino inativa-
do a 560C/30 min e mais 0,01% de
penicilina, 0,06% de estreptomici-
na, de asparagina 2 mM e glutamina
2 mM.

As células tumorais foram cole-
tadas de liquido ascitico de camun-
dongos portadores de tumores de
Ehrlich ou Mec Il. As células fo-
ram adicionadas a 10 ml do MEM e
centrifugadas a 800 x g/10 min. O
sedimento resultante _constituido
basicamente de células tumorais foi
ressuspenso em 10 ml de meio 199.
A cultura foi feita em frascos pldsti-
cos da Falcon Division Becton,
Dickinson & Co., contendo meio
199, complementado como descrito
acima, a 379C por 24-48 horas.

Os linfocitos para as culturas fo-
ram preparados a partir de bago de
camundongos em MEM. Ao sedi-
mento, obtido apos centrifugacéo a
250 x g/10 min, foram adicionados
5 ml de NaCl 0,3% e, 1 min ap60s,
3 ml de uma solugdo de NaCl 1,9%.

Apbs nova centrifugacdo a 250 x

g/5 min o sedimento foi levado duas
vezes com MEM e o processo seguiu
como descrito anteriormente.
Extracdo do inibidor. Apés cres-
cimento por 24 a 48 horas, células
tumorais e normais foram centrifu-
gadas a 800 x g/15 min, obtendo-
se um fluido sobrenadante |impido
e acelular ao qual se adicionou 4lco-
ol isopropilico (concentragdo final
de 70%) com agitagdo, em banho de
gelo, por trés horas. Ap6s centrifu-
gacdo a 3000 x g/20 min, o élcool
isopropflico foi eliminado do sobre-
nadante por trés extracbes com
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quatro, cinco e seis volumes de to-
lueno e, entdo, a preparagdo foi
guardada na geladeira sob protecdo
da luz.

RESULTADOS

A enzima purificada apresentou-
se com uma Unica proteina com ati-
vidade XD quando se fez a separa-
¢do por eletroforese em gel de po-
liacrilamida e sua atividade foi reve-
lada por técnica por nés descrita an-
teriormente!.

Durante vérias etapas do proces-
so de purificagdo da XD foram rea-
lizadas medidas da atividade enzi-
mética especifica e do coeficiente
E,80/Esso (relagdo proteina/flavi-
na) que nos permitiu visualizar o
grau de purificagdo atingido, com-
provando assim a eficiéncia do pro-
cesso utilizado.

O Iiquido ascritico sem tratamen-
to prévio ndo apresentou capacida-
de de inibir a atividade da enzima
XD, porém, quando submetido a
tratamento com dlcool isopropilico
mostrou-se capaz de atuar sobre a
atividade enzimética, inibindo-a
(Tabela 1).

Fez-se necessdrio verificar se a
inibicdo seria realmente devida a
produtos' do metabolismo tumoral
ou devida a fatores plasmdticos, me-
tabélitos de células do hospedeiro
e até mesmo 3 interagdo tumor hos-
pedeiro. Usou:se, para isto, como
controle, s exbudatos peritoneais
obtidos pela inoculagdo intraperito-
neal de antfgenos ndo tumorais
como 6leo mineral e soro de cavalo.
Estes antfgenos provocaram a for-
magdo de exsudatos ricos em ma-
créfagos, linfécitos e substdncias
provenientes do extravasamento
plasmético que foram, entdo, sub-
metidos a tratamento com 4&lcool
isopropilico mostrando-se, porém,
sem capacidade de inibir.a XD: em
seis determinagGes encontrou-se ini-
bi¢do de 0,7% enquanto uma inibi-
¢do de 59,8% foi determinada quan-
do se usou o Ifquido asci'tico.

O estudo comparativo com |fqui-
do ascitico obtido nove dias e 14
dias ap6s a inoculagdo do tumor de-
monstrou que com liquido ascitico
de tumores de 14 dias ocorre maior
inibicdo da XD (Tabela 2).

Linfécitos, células de tumor as-
citico Mec Il e tumor de Ehrlich fo-
ram mantidos em cultura por perio-
do de 24-48 horas. O fluido sobre-
nadante da cultura de células de tu-
mor Mec |l apresentou um poder de
inibicdo de 18,3%, ndo devido ao
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TABELA 1

Agdo do liquido ascitico (LA) tratado e ndo tratado pelo dlcool isopropilico

CONDIGOES ATIVIDADE XD INIBICAO (%)
Enzima 462,2 -
Enzima mais L.A. ndo tratado 487,0 (3) 0
Enzima mais L.A. tratado 185,7 (7) 59,8

A atividade XD foi dada em micrograma de formazana/ml de enzima. Os ni-
meros entre paréntesis representam nGmero de experiéncias realizadas.

TABELA 2

Variagdo da inibigdo da XD pelo
liquido ascitico de diferentes fases do
desenvolvimento do tumor

acaso, com P < 0,01 para 14 deter-
minagGes. O material obtido da cul-
tura de células de tumor de Ehrlich
apresentou comportamento seme-
lhante, pois inibiu em cerca de

LiQuIDO 18,2% a atividade XD.
AscITICO INIBIGAO (%) Com culturas de linfocitos- (24-
: 48 horas) o material extraido com
d + 2 > ik v
12 d=:: ?‘7’31 1;?—, élcool isopropflico inibiu apenas
2,8% da atividade enzimatica.
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Figura 1 — Espectro de absorgdo da 6-hidroximetilpterina em pH 13 (—— )
eempH? (— — —— — )
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Estudos realizados com a finali-
dade de identificagdo do inibidor
mostraram ndo ser este uma molé-
cula proteica. Ao contrério, é uma
molécula pequena dialisdvel, com
comportamento semelhante a 6-
OH-pterina, um catabdlito do &ci-
do félico, como ficou constatado
ap6s experiéncias com pterinas
obtidas no laboratério por sfntese a
partir do 4cido félico. Foram sinte-
tizadas a 6-OH-pterina, a 6-CHO
-pterina e a 6-COOH-pterina que
foram caracterizadas pelo espectro
de absorgdo (Figura 1) e coeficiente
de extingdo molecular. Comparan-
do-se o fracionamento em gel filtra-
¢do do fator inibidor de células tu-
morais com o das pterinas sintetiza-
das no laboratério foi possivel
observar-se que o inibidor em estu-
do apresentou-se com comporta-
mento semelhante ao da 6-OH-
pterina (Figura 2). Experiéncias
também foram realizadas quanto ao
poder inibidor da XD pelos trés
principais compostos produzidos
por células normais ou malignas no
catabolismo do 4cido félico, ou de
outros derivados folatos. Os resulta-
dos destas experiéncias mostraram
que 6-OH-pterina é também um
poderoso inibidor da enzima XD e
essa inibicdo ocorre por competicdo
com o substrato (Figura 3).

DISCUSSAO

A deficiéncia de folato em dife-
rentes formas de cdncer pode ser
devida a um aumento de catabolis-
mo do 4cido félico?: '3, Tal cata-
bolismo, nas células tumorais, ocor-
re pela quebra oxidativa da molécu-
la do &cido félico, ou de outro deri-
vado folato, na ligagdo Co-N,,
com a producdo de pterinas que po-
dem ser determinadas pela fluores-
céncia azul na cromatografia em pa-
pel’ ou por inibicio da enzima
Xp*.

As células normais parecem ndo
liberar a mesma pterina inibidora da
atividade XD que é liberada por cé-
lulas tumorais, ou se a liberam, ndo
o fazem com a mesma velocidade.
Tal pterina que foi primeiramente
identificada como 6-CHO-pterina
estd também presente nas células
normais onde é oxidada a 6-COOH-
pterina. Tal conversdo n3o ocorre
nas células malignas que acumu-
la 6-CHO-pterina ou entdo a con-
verte em 6-OH-pterina, ambas ini-
bidoras da atividade XD. A inibi-
¢do que se observa com células nor-
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Figura 2 — Fracionamento em Sephadex G-25 da
6-hidroximetilpterina (— — — —) e do fator inibidor contido
no sobrenadante da cultura de células tumorais (

mais resulta da presen¢a constan-
te do intermediario 6-CHO-pterina
que também é um potente inibidor
da XD. A presen¢a do 6-CHO-pteri-
na em células normais decorre de
um processo catabolico menos ati-
vo do &cido folico ou de outros de-
rivados folatos, por estas células.
Por outro lado apterina carboxila-
da (6-COOH-pterina) que é o prin-
cipal produto do catabolismo do
acido foélico em células normais,
ndo é um inibidor da enzima.

SUMMARY

Malignant cells excrete into their
growth medjum a xanthine dehydroge-
nase inhibitor. This catabolite was not
found in peritoneal exsudate induced by
non-tumoral antigen and in the superna-
tant fluid of lymphocytes culture. The
XD inhibitor is a dialyzable factor, pro-
bably 6—OH—pterin.
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