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Introducao

Cancer, consoante a definicdo do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2011), é
um nome empregado a um conjunto de mais de cem doencas que tém em comum o
crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 06rgaos,
podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacao de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias
malignas. Sarcoma é uma neoplasia maligna de ocorréncia em 0ssos e tecidos
conjuntivos.

No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem a segunda maior
causa de mortes na populacdo, correspondendo em 2007 a 17% dos Obitos
conhecidos, notificados no Sistema de Informacgdes sobre Mortalidade - SIM (Ministério
da Saude, 2011). A compreensdo e o0 controle das doencas malignas requerem
conhecimentos cientificos e experiéncias que vao desde o conhecimento dos
complexos mecanismos de regulacdo molecular intracelular as escolhas individuais do
estilo de vida.

Nesse contexto, a Ressonancia Magnética Nuclear destaca-se pela
potencialidade de caracterizacdo do metabolismo celular, a qual tem sido empregada
nos estudos de cancer por mais de duas décadas (GILLIES & MORSE, 2005).
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A RMN € uma técnica capaz de refletir a bioquimica do tecido, podendo, entéo,
obter o perfil metabdlico dos tecidos sadios e cancerosos. Diversos estudos na
tentativa de compreender as alteracbes metabdlicas de células cancerosas séo
encontrados na literatura (BARTSCH et al., 1991; PETIBOIS et al., 2007; KIYOHARA et
al., 2002).

A partir de 1996, a RMN HR-MAS (High Resolution Magic Angle Spinning) tem
despertado diversas aplicacbes em estudos de tecidos intactos (CHENG et al., 1996)
por aliar a vantagem da resolucdo espectral e possuir alta reprodutibilidade. Ademais,
a sua natureza ndo destrutiva permite que as amostras de tecidos ou células animais
sejam diretamente avaliadas por microscopia apos a analise espectral, fazendo com

gue comparacdes diretas sobre as caracteristicas morfologicas sejam praticaveis.

Materiais e métodos

Todos os espectros foram realizados em um espectrometro Bruker Avance Il
500 Ultra Shield de 11,75 tesla, provido da sonda HR-MAS de 4 mm com gradiente de
campo. Rotores de 6xido de zircbnio de geometria cilindrica e cavidade interna
semiesférica, com capacidade volumétrica de 50 pL, foram utilizados como porta-
amostras.

A linhagem celular S180, proveniente do American Type Culture Collection -
ATCC, Rockville, Maryland, USA, foi adquirida por uma parceria com o Laboratério de
Genética Molecular e Citogenética (LGMC), situado no Instituto de Ciéncias BiolGgicas
(ICB) da Universidade Federal de Goias (UFG), onde foram realizados os controles
positivos e negativos e enviados para o laboratério de RMN, situado no Instituto de
Quimica (IQ) da UFG para aquisi¢éo dos espectros de RMN HR-MAS de *H.

Para a aquisicdo dos espectros de RMN HR-MAS *H dos controles positivos e
negativos, foram utilizada dois tipos diferentes de sequéncias de pulso: CPPR
(composite pulse) e CPMG (Carr-Purcell-Meiboon-Gill), ambas com supressao do sinal
da agua.

Durante a aquisicdo dos espectros, as amostras foram submetidas a um giro de

5 KHz, com uma inclinacédo de 54,7° em relacdo a sonda, denominada angulo magico.



Como referéncia interna (& 0.00) para os deslocamentos quimicos, utilizou-se a
solucdo de trimetilsililpropionato de sodio (TMSP-d4) em agua deuterada (D,0O) (0,1%
m.vY).

Para a sequéncia de pulso CPPR, foram utilizados os seguintes parametros:
namero de varreduras 512, TD de 64K, Sl de 64K, janela espectral de 16 ppm e tempo
de espera igual a 2.00 segundos.

Para sequéncia de pulso CPMG, foram utilizados os seguintes parametros:
namero de varreduras de 512, TD de 64K, Sl de 64K, janela espectral de 20 ppm,
tempo de espera igual a 4.00 segundos, tempo entre o pulso 180° em xy de 1ms e
namero de ciclos de 128. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

Resultados e discusséao

A grande quantidade de agua contida nas células implica na necessidade de
uma boa supressdo do seu sinal. Foram testadas quartro sequéncias de pulsos
distintas com supressao (CPMGpr, zgcppr, cppr e noesyldpr) para aquisicdo dos
espectros de RMN HR-MAS de 'H das células do S180. Observou-se que n&o ha
sinais de interesse proximo na regidao de & 4.8, regido da supressdo da agua. As
sequéncias de pulsos aplicadas resultaram em diferencas significativas do sinal da
agua. A qualidade da supresséao de agua residual foi boa e semelhante para ambas as
sequéncias de pulsos CPMGpr e cppr.

Por meio da sequéncia de pulso CPMG, a remocao de sinais com tempo de
relaxacdo transversal curto foi possivel, melhorando a resolucdo dos picos,
principalmente na regido dos aroméaticos, auxiliando as atribui¢des.

As atribuicbes dos sinais nos espectros de RMN HR-MAS 'H do controle
negativo, figural, foram realizadas com auxilio de experimentos de RMN HR-MAS
TOCSY, padrdes e confrontadas com dados da literatura.

Foram adquiridos espectros de RMN HR-MAS de 'H do controle positivo com
seis protétipos antitumorais e avaliados em relagcdo controle negativo e foram
observadas as seguintes variacdes metabdlicas:

a) Tratamento Au08: 6 2.74, & 2.73 (nao atribuido); & 1.34, & 1.33 (lactato); & 1.93



(acetato); 6 1.48 (alanina)

b) Tratamento AulO: & 2.74, & 2.73 (n&o atribuido); & 1.34, & 1.33 (lactato);

c) Tratamento Aul4d: & 2.74, & 2.73 (ndo atribuido); & 1.34 & 1.33 (lactato); &
1.48(alanina).

d) Tratamento Aul6: & 2.74, & 2.73 (nao atribuido); & 1.34, & 1.33 (lactato); & 1.48
(alanina); & 3.57 (glicina); & 3.04 (creatina).

e) Tratamento Aul8: & 2.74, & 2.73 (néo atribuido); & 1.34 & 1.33 (lactato); & 3.24
(glicerofosfocolina); & 3.04(creatina).

f) Tratamento Au2l: & 2.74, & 2.73 (ndo atribuido); & 3.24 (glicerofosfocolina); & 1.48
(alanina); & 3.57 (glicina); 6 1.33 (lactato); 6 2.24 (succinato).
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Conclusdes e perspectivas

A RMN HR-MAS de *H aliada & quimiometria mostrou ser uma ferramenta Gtil na
observacdo de algumas variagcdes metabdlicas quando células S180 foram submetidas

a tratamento com potenciais substancias antitumorais, podendo oferecer informacoes



Uteis para um melhor entendimento sobre o mecanismo de acdo dos prototipos
antitumorais e suas intera¢cdes com as vias metabdlicas.

Desta forma, espera-se que a conclusdo deste trabalho possa aliar a
interpretacdo bioquimica com as alteracfes observadas no item 4.4, auxiliando com
uma proposta de mecanismo de inibicdo ou estagnacao de tumores e suas interagdes
com as vias metabdlicas.

Pretende-se ainda, analisar o perfil metabolico de células de carcinoma alveolar
de pulméo humano e compara-lo com células pulmonares normais, cujos espectros de

RMN HR-MAS de *H dos tecidos pulmonar sadios ja foram adquiridos.
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