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EFEITO INIBIDOR DO CRESCIMENTO TUMORAL
PELA METIONINA-ENCEFALINA

GEORGIA MASBCARENHAS * — THEREZA QUIRICO-SANTOS *

RESUMO — A metionina-encefalina (Met-Enk) € um pentapeptideo opidéide derivado do pré-
-normdnio proencefalina A, presente em células neuroenddéerinas e hematopoéticas. Estudos
experimentais evidenciam seu papel na indugfo, ativacio e controle de eventos imunomodula-
dores, inclusive com potente efeito inibidor do crescimento tumoral. O presente estudo demons-
tra que o efeito inibidor da Met-Enk no crescimento de um fibro-histiocitoma, em camundongos
BALB/cJ, é influenciado pelo protocolo utilizado, via de administragio e dose do pentapeptideo
opidide utilizada no tratamento. A administragio de Met_-Enk por via intracerebral retardou
de forma eficiente o processo de tumorigénese, aumentando a sobrevida dos animais e redu-
zindo de forma significativa a Area tumoral final. Dose baixa (0,25 mg/kg) de Met-Enk admi-
nistrada por via intracerebral foi ainda mais potente no controle da tumorigénese,
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Inhibitory effect of methionine-enkephalin on tumor growth.

SUMMARY — Methionine-enkephalin (Met_-Enk) is an endogenous opioid pentapeptide derived
from the prohormone proenkephalin A, present in neuroendocrine and hematopoietic cells.
Enkephaling are known to play an important role on the processes of induction, activation and
control of immunomodulatory events. Met-Enk has been considered a potent antifumoral agent.
The present study shows that Met-Enk exerts an inhibitory effect on the growth of a macro-
phage derived fibrous histiocytoma (MC-II) inoculated intradermally into BALB/cJ mice. Such
effect was mainly influenced by the protocol, route of administration and concentration of
Met_Enk used for treatment, Neither higher doses of Met-Enk injected intracerebrally or
subcutaneously, nor the use of various protocols of treatment, did modify the process of
tumorigenesis. In contrast, low dose (0.25 mg/kg) of Met-Enk injected intracerebrally together
with tumor inoculation, significantly reduced tumor growth and prolonged survival rate.
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Evidéncias experimentais 5.8,13 indicam que peptideos enddégenos neuroendécrinos,
incluindo peptideos opiddes, modulam a imunidade celular e humoral. A existéncia de
receptores opidides de alta e baixa afinidade tem sido observada em leucocitos,
células acessorias, plaquetas e componentes do sistema complemento 7.9.12. Metionina-
-encefalina (Met-Enk) é um pentapeptideo opidide derivado do pro-hormédnio proen-
cefalina A, presente em células neuroenddcrinas e hematopoéticas 15,16, A utilizagdo
em sistemas in vitro de substincias agonistas e antagonistas dos receptores opidides
indica a existéncia de uma ligacio classica de interagcdo da Met-Enk preferencialmente
a receptores delta porém, de acordo com sua concentragdo, € possivel a ligacdo a
receptores kappa e mull, Recentemente 18, em estudos utilizando cultura de células
tumorais S20Y de neuroblastoma, foi possivel a identificagdo de novo tipo (zeta) de
receptor opidide, ao qual a Met-Enk também exibe alta afinidade. Este receptor esta
provavelmente envolvido no controle da proliferacdo celular14,16, A expressdo de
varias classes de receptores opidides pode ser evidenciada em diversas linhagens tu-
morais 10,17, sendo observada potente acdo anti-tumoral das encefalinas sobre células
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do melanoma B16 416 leucemia L12101 e neuroblastoma de murinos4. A expressio,
pela mesma célula, de diferentes tipos de receptores opiodes, tem sido observada
em linhagens tumorais de macrofagos (P388d1), linféfitos B (IM-9) e linfécitos T
(MOLT-4)2.

Este estudo teve por objetivo observar em camundongos BALB/c] o efeito do
tratamento da metionina-encefalina no crescimento in vivo do fibro-histiocitoma MC-II,
um tumor com caracteristicas citoquimicas e funcionais da linhagem macrofagica.

MATERIAL E METODOS

Animais — Foram utilizados camundongos BALB/cJ, macho, com 12-16 semanas de idade
provenientes do biotério de murideos do Departamento de Patologia da UFF. Antes de serem
utilizados, no minimo 6 animais por grupo, o dorso foi depilado com tosquiadeira elétrica,
sendo injetadas por via intradérmica 16 células viaveis da suspensfio tumoral.

Tumor — O tumor MC-II, inicialmente induzido em camundongos B10A pela adminis-
tragdo do metil_colantreno, utilizando o modelo bifdsico de carcinogénese guimica cutédnea, foi
mantido por sucessivas passagens intraperitoneais e subcutineas em camundongos BALB/cJ.
O tumor foi classificado segundo critérios histomorfolégicos como fibro-histiocitoma e, por
estudos citoquimicos e funcionais, como pertencendo & linhagem macrofigica. O tumor expressa
antigenos (Ia) da classe II do MHC, sendo também identificado pelo anticorpo monoclonal
Mac-1. Células vidveis (um milhdo) foram injetadas por via intradérmica no dorso de camun-
dongos BALB/cJ, sendo este considerado como dia 0. Trés vezes por semana a medida do
crescimento tumoral foi avaliada com auxilio de paquimetro, obtendo-se sempre duas medidas
perpendiculares sendo estabelecida, para cada animal, curva de crescimento tumoral. O cdlculo
da replicagdo tumoral e do tempo de duplicagdo do tumor foi obtido de acordo com Steel (1982).
Os resultados foram analisados usando andlise de varidncia (two-way ANOVA test).

ratamento com metionina.encefalina — A metionina-encefalina acetato (Sigma Chem.
Co., USA) foi dissolvida em 4gua destilada e esterilizada por filtracio em membrana Millipore
de poro 0,22u. Camundongos BALB/cJ, distribuidos em grupos de 6, receberam por via
subcutanea (s.c.) 2,6 mg/kg de Met-Enk semanalmente, apés o aparecimento do nédulo tumoral,
24 horas antes e 7 dias apds (—1-47) a inoculagio do tumor ou 24 horas e 7 dias apés (+1+7)
a inoculacdo de um milhdo de células tumorais vidveis. Met-Enk também foi administrada por
via intracerebral (i.c.) via forame esfenoglendide, nas seguintes concentracdes: 0,25 mg/kg,
25mg/kg e 50mg/kg. Osg experimentos foram realizados um minimo de trés vezes. Os
animais dos grupos controle, receberam salina estéril por via subcutinea ou por via intra-
cerebral.

RESULTADOS

Todos os animais do grupo controle, recebendo_ salina por via subcutdnea ou intra-
cerenral e inoculados por via intradérmica com 10 células do fribo.histiocitoma, apresen-
taram: periodos de implantacdo e padrdo de crescimento tumoral similares.

O tratamento dos animais (Fig. 1) com 2,5 mg/kg de Met-Enk por via s.c. uma vez no
momento da inoculagdo do tumor ou semanalmente n&o alterou, em comparacdo ao grupo
controle recebendo salina s.c.,, a curva de crescimento tumoral nem reduziu de forma signi-
ficativa (Tabela 1) a massa tumoral final. A mesma dose de Met-Enk administrada por via

Tabela 1 — Medida do crescimento tumoral.

Dias Controle Semanal Dia 0 Pé6s-n6dulo Intracerebral
9 8 + 19 8 + 22 80 + 10 69 + 12 4 + 17
15 181 + 45 175 + 29 177 3= 40 147 4+ 46 147 + 20
21 200 + 54 195 + 40 231 + 56 183 = 63 1656 + 18
27 32 = 41 293 + 72 309 + 53 267 + 98 229 + 45

Grupos de 6 camundongos BALB/cJ foram tratados com 2,5mg/kg Met-Emk por via intracerebral
ou ‘por via subcutinea semanalmente, apés tumoracdo ou no dia da inoculagdo de 10 células vid-
veis do tumor MC-II por via intradérmica.
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Fig. 1 — (A) Grupos de 6 camundongos BALB/cJ foram tratados com 2,5mg/kg6de Met-Enk
por via subcutdnea apés tumoracdo (O ) ou mo dia 0 () da imoculacdo de 10 células do
tumor MC-II por via imtradérmica. (B) Grupos de 6 camumdongos BALB/cJ foram tratados
com 2,5mg/kg de Met-Enk por via intracerebral (R ) ou por via subcutdnea semanalmente ( O ).
O grupo controle (A) recebeu salina estéril por vic subcutdnea.
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FPig. 2 — (A) Grupos de 6 camundongos BALB/cJ foram imoculados com 106 células wvidveis

gdo tumor MC-II por via intradérmica: 2,5mg/kg de Met-Enk foram administrados por via
subcutdnea mos dias +1+7 (A ) ou por via intracerebral () na dose 5,0mg/kg (dose alta)
no mesmo dia da inoculacdo do tumor. (B) Grupos de 6 camundongos BALB/cJ foram tratados
com 2,5mg/kg de Met-Enk por via subcutdnea nos dias —I4+7 (A ) ou por via intracercbral
(Q ) ma dose 0,25mg/kg (dose baixa) no mesmo dia da inoculacdo do tumor. O grupo con-
trole (1) recebeu salina por via subcutdnea.
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s.c., quando a tumoracdo atingiu 4rea de 4 mm?2 (Fig. la), diminuiu o crescimento tumoral
sem alterar o tempo de duplicacdo tumoral. Em consequéncia nio se observou, comparando-se
ao grupo controle ndo tratado, redugdo significativa (p<0,1) da é&rea final do tumor. Por
outro lado (Tabela 1), o tratamento com 2,5 mg/kg de Met-Enk por via i.c., embora néo
alterando o padrdo da curva de crescimento tumoral (Fig. 1b), retardou o processo de tumo-
rigénese, causando redugdo significativa (p<0,01) da massa tumoral final.

A administragio de 2,5 mg/kg de Met-Enk por via s.c. (Tabela 2) 24 horas antes e 7 dias
ap6s (—1+47) a inoculagcdo do tumor, apesar de retardar ¢ periodo de implantacio do tumor,
nédo alterou o padrio da curva de crescimento tumoral. O tratamento de Met-Enk por via s.c.
24 horags e 7 dias apés (+1+7) a inoculagdo das células do MC-II causou reducdo discreta
porém nao significativa (p<0,1) da massa tumoral final.

Dose alta (5,0 mg/kg) de Met-Enk por via i.c (Tabela 2) causou inicialmente progressao
rapida do crescimento tumoral, ndo se observando reducido da massa tumoral final, ao final
do experimento. No entretanto, o tratamento com dose baixa (0,25 mg/kg) de Met-Enk
(Tabela 2) por via i.c. foi o que obteve mailor éxito em inibir o erescimento tumoral, aumen-
tando significativamente (rL0,01) a sobrevida. dos animais. O padrdo da curva de crescimento
do tumor (Fig. 2b) nos camundongos deste grupo manteve-se sempre bem abaixo dos demais
grupos tratados e sua massa tumoral final foi significativamente (p<0,01) menor que a do
grupo controle ndo tratado.

Tabela 2 — Medida do crescimento tumoral.
Via subcutédnea Via intracerebral
Dias Controle —14+7 +147 Dose alta Dose baixa
9 B8 + 9 45 + 12 42 + 22 43 + 20 29 + 14
15 72 + 15 75 + 13 42 + 22 62 + 18 48 + 10
21 117 + 33 100 + 22 99 + 36 106 3 30 70 + 21
24 1656 + 46 134 + 30 140 + 51 180 + 40 102 + 38

Grupos de 6 camundongos BALB/cJ foram inoculados com 106 células vidveis do tumor MC-II1
por via intradérmica: 0,5mg/kg de Met-Enk foi adminisirado por via subcutdnea nos dius
—1+4+7 ou +147 e por via intracerebral nas doses 0,25 mg/kg (dose baixa) ou 5,0 mg/kg
(dose alta) no mesmo dia da inoculacdo do tumor.

COMENTARIOS

Eventos carcinogénicos associados a neoplasias humana e animal podem ser
modulados, in vivo e in vitro, por substincias agonistas e antagonistas opiodes 16. Os
neuro-hormonios opidides exercem varios efeitos sobre processos imunolégicos, inclu-
indo: aumento na percentagem de linfocitos T com atividade formadora de rosetas 15,
na estimulacdo in vitro da blastogénese de linfocitos humanos e murinos, no aumento
da atividade de células NK 17, Metionina-encefalina, um neuro-horménio opioide pro-
duzido por células neuroenddcrinas e hematopoéticas15, tem sido recentemente 17
incluido no grupo dos polipeptideos inibidores do crescimento celular junto com fator
de crescimento tumoral (TNF), interferon e chalonas. A metionina-encefalina atua
diretamente em receptores delta, mu, kappa ou zeta, presentes em células normais
e neoplasicas, modulando a proliferacdo celular.

Nos experimentos realizados com MC-II, um fibro-histiocitoma apresentando
marcadores celulares da linhagem macrofdgica, observaram-se curvas de crescimento
tumoral semelhantes entre o grupo controle e aqueles recebendo Met-Enk também
por via s.c. apés o aparecimento do nodulo. O tratamento entretanto causou, no
final do experimento, area tumoral menor apesar de, nos trés primeiros dias, ter
acelerado o crescimento tumoral.

Met-Enk administrada i.c. ou por via s.c. semanalmente e apos o aparecimento
do nodulo causou crescimento tumoral menor que aquele do grupo controle. O trata-
mento com dose baixa (0,25 mg/kg) de Met-Enk por via intracerebral foi o mais efici-
ente em controlar o crescimento tumoral, diminuindo significativamente (p<0,01) a
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massa tumoral e aumentando a sobrevida dos animais. Esses resultados estio de
acordo com os experimentos de Jankovic e Maric4 que afirmam ser a via intrace-
rebral a mais indicada para a administragdo de peptideos opioides, sendo sugerido
que por esta via o efeito modulador central do pentapeptideo opidide seria intenso
e de acido prolongada, em decorréncia da ligacdo direta aos receptores especificos
presentes no sistema nervoso central (SNC) e a baixa velocidade de dissociagdo do
seu receptor. As doses de Met-Enk mais eficazes na inibicdo do crescimento tumoral
foram as mais baixas. Tem sido sugerido4 que doses baixas de Met-Enk causam
imunoestimulagdo enquanto doses altas, imunosupressdo. A observacido de que a admi-
nistracdo por via i.c. foi a mais eficiente em controlar o processo de tumorigénese
vem apoiar a hipdtese 4 que sugere a existéncia de mecanismo central de imunomo-
dulacdo, no controle da imunidade anti-tumoral. provavelmente associado a interacio
neuropeptideos-receptores. Os neuropeptideos atuariam tanto a nivel de receptores
especificos presentes no SNC e nas células hematopoéticas, como também agiriam
diretamente sobre as células NK aumentando a atividade citotdxica 8.

As células NK participam na eliminacdo de células neoplasicas e infectadas
por virus e parasitasl. Assim, fatores moduladores da atividade citotoxica destas
células, incluindo os peptideos opioides endoégenos, poderiam ser capazes de influ-
enciar o curso da tumorigénese por alterarem o crescimento de neoplasias inocula-
das experimentalmente, particularmente na fase inicial do crescimento tumoral. Nio
se pode, entretanto, afastar a hipotese de que Met-Enk administrada por via sub-
cutdnea possa estar também exercendo acdo direta sobre a célula tumoral. As
células tumorais MC-II foram classificadas como sendo de origem macrofagica em
virtude de fagocitarem leveduras, apresentarem reacdo citoquimica positiva para liso-
zima, alfa-naftil esterase e fosfatase acida, além de serem reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal anti-la e anti-Macl e expressarem vimentina como principal componente
do citoesqueleto. Recentemente 3.6, a presenca de receptores para opioides, foi também
evidenciada nas células macrofagicas. No entanto, faz-se necessaria a execugdo de
experimentos adicionais, in vivo e in vitro, que caracterizem e identifiquem os recep-
tores para as encefalinas presentes nas células tumorais MC-II, além de estudos que

identifiquem os mecanismos provaveis (direto e/ou indireto) envolvidos, no controle
da proliferacdo celular tumoral.
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