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A hiperosmolalidade intersticial, produzida pelo cloreto de sédio hipertdnico, provoca elevacdo das espécies reativas téxicas de
oxigénio, inibicdo da replicacdo e transcricdo do DNA e RNA, lesdo do citoesqueleto, despolarizacdo da membrana mitocondrial,
ativacdo da familia MAP kinase e STAT3, ao lado de aumentar a atividade transcripcional do TonEBP/OREBP o qual eleva a
concentra¢do dos osmdlitos organicos citoplasmaticos, efeitos que, em conjunto, promovem a parada do ciclo celular proliferativo
com aumento da apoptose da células neopldsicas. Relato de caso de carcinomatose peritoneal por mesotelioma, onde se administrou
Nacl hipertdnico e osmélitos organicos, encontra-se assintomatico por 18 meses e com ressonancia nuclear magnética normal.

Hiperosmolalidade intersticial, Cancer, Mesotelioma peritoneal, Inducdo da apoptose, Osmdlitos citoplasmaticos, Cloreto de sédio hipertonico.

The interstitial hyperosmolality produced by hypertonic sodium chloride causes elevation of toxic reactive species of oxygen,
inhibition of replication and transcription of DNA and RNA, lesion of the cytoskeleton, mitochondrial membrane depolarization,
activation of MAP kinase and STAT3, along with the augment of transcriptional activity of TonEBP / OREBF, which increases the
concentration of citoplasmatic organic osmolytes, which together promote cell cycle arrest with increased apoptosis of neoplastic
cells. We report a case of peritoneal carcinomatosis by mesothelioma inwhich was administered hypertonic NaCl and organic
osmolytes, with the pacient remaining asymptomatic for 18 months and with normal MNR.
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Por definigao ocorre hiperosmolalidade intersticial quando
um soluto acrescentado ao meio provoca efluxo osmético
de agua da célula, reduzindo o seu volume. Isto requer
gradiente de atividade do soluto através da membrana
celular que deve ser permedvel a dgua e impermedvel ao
soluto (Burg-1995)'. A dgua que se movimenta é a dgua
tipo A, osmoticamente ativa ou dgua de alta densidade,
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pois a dgua tipo B de baixa densidade é osmoticamente
inativa e estd na intimidade das biomoléculas formando
pontes de hidrogénio estruturais (Felippe-2008)>.

As células com alto contetido de dgua osmoticamente
ativa, como as células transformadas e as neopldsicas,
apresentam rapido efluxo de dgua do citoplasma para o
intersticio, quando colocadas em meio hipertonico. Elas
diminuem de volume e a concentracao dos componentes
intracelulares se eleva. Cessa o aumento relativo da agua
tipo A de alta densidade e comega a predominar a 4gua
ligada as proteinas, macromoléculas, DNA, RNA, membrana
celular e membrana mitocondrial, que é a agua tipo B,
de baixa densidade.

Descrevemos caso clinico de mesotelioma com carcino-
matose abdominal onde empregamos solugao hiperos-
molar de cloreto e sédio, com carga osmolar de 1000
miliOsm em 1 hora de infusdo intravenosa e intraperitoneal.

- O Na(l € o principal
determinante da tonicidade do fluido extracelular e
embora a membrana seja permeavel ao Na+, a bomba
Na-K-ATPase transporta continuamente € ativamente o
Na+ para fora das células, o que mantém o volume
celular em equilibrio. Nas condigoes de hiperosmolalidade,
a bomba Na-K-ATPase ndo aumenta a atividade porque
ela ja trabalha no seu limite mdximo e isto acontece mes-
mo nas condicoes de isoosmolalidade (Wehner-2002)°.

As células, quase universalmente, respondem ao estres-
se da hiperosmolalidade acumulando osmélitos organicos
compativeis, o que permite manter o volume celular em
equilibrio (Burg-1995)'. A regulacdo do volume celular
através dos osmolitos organicos é fendomeno bioldgico
universal, porque através dele foi dado um grande passo
na evolugao, a passagem da vida do meio aquoso para
o terrestre, onde somente sobreviveram os organismos
que conseguiram obter e manter mecanismos contra a
dessecacao.

A revisao de Burg e Ferraris de 2007* mostra cerca de
200 componentes celulares que se alteram com a hipe-
rosmolalidade intersticial, dos quais mostramos os prin-
cipais de uma maneira diddtica e dinamica. Os efeitos
imediatos de 0 a 1 hora do aumento da osmolalidade
intersticial provocam: diminuicdo do volume celular,
aumento da forca idnica intracelular, diminuicao da trans-
cricao e da translagdo do DNA, aumento de lesdes do
DNA, aparecimento de estresse oxidativo, com oxidagao
protéica e lipidica e parada do ciclo celular proliferativo.

No processo de adaptacao, que dura de 0 a 20 horas,
acontece: acimulo de osmélitos organicos no citoplas-
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ma, comeca a restauracao do volume celular, inicia o
aumento da expressao de genes selecionados de prote-
¢ao e de sobrevivéncia, permanecem as lesdes do DNA,
continua o aumento de radicais livres com oxidagao
protéica e lipidica e é mantida a parada do ciclo celular.

No final da adaptagao, o volume celular volta ao normal,
a forga ionica é restaurada, a transcricao e da translagao
apresentam restauracao plena, as lesoes do DNA e o es-
tresse oxidativo permanecem ainda por algum tempo e
o ciclo celular proliferativo se normaliza.

- A elevacado aguda do cloreto de sédio ou
da uréia produz rapida parada do ciclo celular prolife-
rativo. As células em fase G1 do ciclo celular ndo
seguem em frente e nao replicam o DNA. Aquelas em
fase S param de replicar seu DNA e as em fase G2 nao
se dividem (Michea-2000)°.

A parada do ciclo celular permite que as células se
adaptem a alta osmolalidade, acumulando osmdlitos
organicos no citoplasma e aumentando a expressao das
proteinas “heat shock”, que juntas contra balanceiam a
alta osmolalidade do intersticio. Se ndo houver esta

adaptacgdo protetora, as células entram em apoptose.

- A morte celular programada (i.e., apoptose)
acontece quando a osmolalidade excede determinado
ponto, com as células exibindo as classicas caracte-
risticas de apoptose: o0 DNA se condensa e aparecem
corpusculos apoptéticos, a seguir o DNA se fragmenta e
a fosfatidilserina é exposta na superficie celular (Michea
-2000)°. A apoptose acontece pelos dois mecanismos
conhecidos, via mitocondrial (intrinseca) e via receptores
da morte (extrinseca).

- A elevagao aguda da osmolalidade de 300
para 500-600 mosmol/KgH20 com a adigao de NaCl em
células mIMCD3 (células da medula renal), provoca lesdo
do DNA acompanhada por parada do ciclo celular.
Entretanto, neste periodo de parada do ciclo celular nao
ha reparagdo do DNA (Dmitrieva-2002-2003)°’. Apesar
da presenca de lesdoes do DNA, as células adaptadas
proliferam rapidamente e ndo apresentam apoptose. Com
o tempo, o DNA ¢é parcialmente reparado. Tudo isso
acontece nas células da medula renal, células que estao
acostumadas a sobreviver em meio hipertdnico.

Em outros tipos de células, o aumento agudo do Nacl
no intersticio celular inibe a sintese de DNA, de RNA e
de proteinas, por afetar a transcricdo e a translagao.
Nas células HeLa do carcinoma cervical humano a hiper-
tonicidade rapida e de modo reversivel inibe a sintese
de RNA (Robbins-1970)°.

- Nas células mIMCD3 o
aumento da osmolalidade para 700 mosmol/KgH20
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com Nacl provoca despolarizagdo mitocondrial com li-
beracao de NADH , mas nao de citocromo-c € nao ocor-
rem alteracoes estruturais na mitocondria. O aumento
da osmolalidade para somente 500 mosmol/KgH20
nada provoca (Michea-2002)°.

Nas células Vero (células epiteliais de rim de macaco afri-
cano) o aumento do NaCl provoca rapida despolarizacao
mitocondrial com indugao da caspase-3, mesmo com
niveis inferiores de osmolalidade (Copp-2005)".

- Outro aspecto da hiperosmolalidade
pela elevagdo do NaCl ou da uréia é o aumento da gera-
¢ao de radicais livres com a produgao de franco estresse
oxidativo. A hipertonicidade por aumento de NaCl aumenta
a produgao de radicais livres de oxigénio mitocondriais
que contribuem para a ativagdo do TonEBP/OREBP
(Zhou-2006)"

Nos tecidos em hipdxia, onde predomina a glicélise
anaerébia, como na medula renal e no cancer, espera-se
que o estresse oxidativo seja menor.

- A hiperosmolalidade induz polimerizagao
da F-actina e remodelagdo do citoesqueleto de actina
(Yamamoto-2006)". A hipertonicidade induz a ativacao
de um conjunto de sinais nos membros da familia MAP
kinase (MEKK3, MKK3 e p38), sendo que a p38 contribui
para ativagdo do fator de transcricdo osmoprotetor,
TonEBP/OREBP (Uhlik-2003)". Desta forma, o citoes-
queleto é um dos intermedidrios da célula que contribui
para a osmoprotecao.

Resumindo, a hipertonicidade provocada pelo aumento
do NaCl intersticial eleva as espécies reativas de oxigénio,
provoca reajustes do citoesqueleto, inibe a replicacao e
a transcrigdo do DNA, inibe a translacdo, despolariza a
membrana mitocondrial e lesa DNA, RNA e proteinas.
As células se acomodam por meio da acumulacao de
osmolitos organicos e aumento da producao de protei-
nas “heat shock”. A falha em obter essa acomodagao
provoca a morte celular por apoptose (Burg-2007)*.

- As células respondem a reducao
volumétrica osmoética colocando em agdo mecanismos
de RVI (Regulatory Volume Increase), que ativam trans-
portadores que promovem o rapido influxo de ions inor-
ganicos que aumentam o influxo de dgua restauradora
do volume celular. Os mecanismos de RVI restauram o
volume celular quase ao normal em minutos. Entre-
tanto, a concentracdo de fons no citoplasma aumenta
consideravelmente: isto €, a forca idnica fica muito alta.
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Este ndo é um estado muito sauddvel, porque a forca
ionica perturba as macromoléculas citoplasmadticas
(Yancey-1982)".

Continuando o processo, em horas ocorre o aumento de
osmolitos organicos no meio intracelular, o que reduz
gradualmente a forca i6nica aos seus valores do estado
normotonico, enquanto mantém o volume celular normal.
Os osmdlitos organicos, dependendo do tipo, estabilizam
as proteinas citoplasmaticas (Yancey-1982)"“. Na me-
dula renal, no figado e em outros tecidos, os osmdlitos
organicos estabilizadores das estruturas celulares sao o
sorbitol, trimetilglicina (betaina), inositol, taurina e gli-
cerofosfocolina (Bagnasco-1986)".

- O TonEBP/OREBP
também chamado de NFAT5, é membro da familia Rel de
ativadores transcricionais, como sdo os fatores nucleares
kappaB (NFkappaB) e os fatores nucleares das células T
ativadas (NFATS). TonE (¢tonicity-responsive enhancer) e
ORE: (osmotic response element) estao contidos no gene
que codifica o TonEBP/OREBP (BP significa: Binding
Protein). TonEBP/OREBP € o responsavel pela transati-
vacao de varios genes responsaveis pelo acimulo intra-
celular de osmélitos organicos dependentes da tonicidade
do meio intersticial (sorbitol, betaina, inositol, taurina
e glicerofosfatidilcolina). Eo responsavel, também, por
ativar genes osmoprotetores como os codificadores das
HSP70 (heat shock proteins), AQP2 (aquaporin-2), UT-A1
(vasopresin-activated urea transporters), etc. (Ferraris-
1994y,

As HSP70 sao proteinas chaperones, isto é, “protetoras”;
neste caso, osmoprotetoras contra os aumentos de NacCl
e uréia, enquanto as aquaporinas-2 aumentam a permea-
bilidade da membrana celular a 4gua. A UT-A1 recicla a
uréia, sendo importante apenas nas células da medula
renal.

Nas células do carcinoma cervical humano a hipertonici-
dade aumenta a expressao do RNA mensageiro do
TonEBP/OREBP (Ko-2000)". O aumento € passageiro e o
pico acontece em algumas horas. Em células HepG2 do
carcinoma hepadtico, a hipertonicidade provocada pelo
NaCl transloca o TonBp/OREBP para o ntcleo e desen-
cadeia as suas fungdes osmoprotetoras (Zhang-2005)".

Estes efeitos também ocorrem em outras linhagens de
células cancerosas, porque trata-se de fenémeno uni-
versal de resposta a hipertonicidade intersticial que foi
adquirido no grande passo da Evolucdo ha milhdes de
ano atras.
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- A regulagdo da atividade transcripcional do
TonEBP/OREBP é complexa. Em 30 minutos de hiperto-
nicidade o TonEBP/OREBP se torna fosforilado e se trans-
loca para o ntcleo (Ko-2000, Michea-2000)'"*. Algumas
horas mais tarde, aumentam o RNA mensageiro
doTonEBP/OREBP e a sua respectiva proteina. Varias
proteinas kinases contribuem para o aumento da ativi-
dade do TonEBP/OREBP, induzida pela hipertonicidade:
p38 MAPK (Ko-2002), Fyn (Ko-2002)", ATM - ataxia
telangectasia-mutated kinase (Irarrazabal-2004)* e
PKAc -cAMP-dependente kinase A- (Ferraris-2002)'.
Lembremos que nenhuma destas proteinas kinases é
suficiente para sozinha provocar plena ativacao do
TonEBP/OREBP.

- 0 aumento do NacCl intersticial rapidamente ativa
0 p38 MAPK tipo alfa por fosforilacdo. A hipertonicidade
ativa esta MAPK (mitogen-activated protein kinase), a
qual ativa o TonEBP/OREBP. A inibicao da p38 por
agentes quimicos reduz a ativagdo da TonEBP/OREBP
induzida pela hipertonicidade (Ko-2002)".

- 0 aumento de Nacl inters-
ticial ativa esta kinase, a qual ativa o TonEBP/OREBP.

- O aumento do NaCl intersticial ativa a ATM, a
qual ativa o TonEBP/OREBP. A ATM aumenta a fosforilacao
do p53 em resposta as lesoes do DNA (Banin-1998)*.

Devemos nos lembrar que a ouabaina (estrofantina G),
assim como todos os inibidores da Na-K-ATPase
atenuam a producao de radical superéxido induzida
pelo aumento de NaCl e inibem a atividade
transcripcional do TonEBP/OREBP.

-A
principal proteina da familia STAT, STAT 3, possui papel
relevante na carcinogénese. Ela encontra-se no citoplasma
em forma inativa e, como a maioria das proteinas envol-
vidas na génese do cancer, é ativada por fosforilacao.
Uma vez ativa, ela desencadeia a proliferagao celular, se
houver energia proveniente da glicélise anaerébia e
impedimento da fosforilagao oxidativa.

STAT 3 nao funciona sozinha na sinalizagao da carci-
nogénese; ela se comunica com varios outros fatores de
transcricao (cross-talk) como: PPAR-gama, Beta-catequina,
NF-kappaB, fator induzido pela hipoxia-1alfa (HIF-1), c-
myc, c-fos, c-jun, receptores dos glicocorticdides e
receptores de estrégenos.

A hiperosmolalidade acelera a degradacao da STAT 3 em
células H4IIE do hepatoma de rato e dificulta a carcino-
génese, enquanto a hipoosmolalidade estabiliza STAT 3 e
facilita a proliferacdo mitética (Lornejad-Schafer-2005)>.
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- Em meio hipotdnico, quando a
célula “incha”, abre-se um canal de anions que permite
o efluxo de solutos. Estes canais volume-sensiveis sao
conhecidos como VSOAC (volume-sensitive organic osmolyte/
anion channel). Estes canais sdo encontrados no sistema
nervoso central, tanto em células tumorais como em
astrocitos e células gliais normais da substancia branca
e cinzenta, bem como em outros tecidos do organismo
(Jackson-1997)*.

Enquanto a hiperosmolalidade provoca parada da proli-
feragao celular, a hipoosmolalidade promove efeitos opos-
tos. Em células do hepatoma humano HepG2, colocadas
em meio hipoosmolar (160 mOsmy/l), ocorre aumento da
proliferacao celular mitética, explicada pelo autor pelo
aumento da ativacdo da proteina kinase B via AP-1
(activator protein-1) (Kim-2001)%.

Nas células do hepatoma de rato H4IIE a hipoosmo-
lalidade induz aumento sustentado da atividade do NF-
kappaB, um fator de transcricao nuclear que aumenta a
proliferacao celular, enquanto que a hiperosmolalidade
possui poucos efeitos sobre o NF-kappaB (Michalke-
2000)*. Neste mesmo tipo de células, a hipoosmolalidade
estabiliza o STAT 3 e facilita a proliferacdo mitdtica
(Lornejad-Schafer-2005)>.

A capacidade de manter os osmdlitos citoplasmaticos
em uma certa concentracao ideal permitiu a passagem da
vida do meio aquoso para o terrestre, o que se constitui
em um dos mecanismos mais importantes e poderosos na
manuten¢do da vida da célula fora dos oceanos pri-
mordiais.

O primeiro estudo que encontramos na literatura sobre
os efeitos do ambiente hiperosmolar em cultura de células
neoplésicas, foi o de Laboisse em 1988 *’. Este autor
tratou células do cancer de célon humano, HT29, com
substancia nao téxica e ndo absorvivel, o polietilenoglicol
(PEG) em concentragdo hiperosmética. Em 3 semanas de
tratamento, notou na cultura o aparecimento de células
em franco estado de diferenciacao. Quando submetidas
a subcultura, estas células produziram duas linhagens
diferentes de células, uma enterocitica e outra secretora
de muco, ambas de cardter benigno. Laboisse cita o artigo
de Steinberg e Defendi de 1982, onde o PEG restaurou as
funcodes de diferenciacdo em um sistema de queratindcitos
SV40 transformados.

Em cultura de células normais 3T3 e as correspondentes
SV40-3T3 transformadas por Virus de Simios, Silvotti
em 1991% observou que estas tltimas sao mais sensiveis
em diminuir sua resposta proliferativa, quando expostas
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a osmolalidade de 500 mOsm/KgH20. A hiperosmolalidade
quase ndo interferiu com a resposta das células normais.
As células transformadas sdo mais sensiveis ao aumento
da osmolalidade e diminuem o seu indice de proliferagao
porque contém maior quantidade de d4gua osmoticamente
ativa do tipo A, que é aquela que consegue sair da célula.

Corpet em 2000% também mostrou que a hiperosmola-
lidade diminui a proliferagao celular maligna, quando
verificou que o polietilenoglicol (PEG) inibiu de uma forma
rapida e consistente a carcinogénese de célon de ratos e
camundongos submetidos a varios tipos de carcinégenos.
Quando ratos bebem dgua com 5% de PEG e sdo injetados
com um carcindégeno (azoximetano), eles diminuem em
10 vezes o desenvolvimento de tumores de célon, em
relacdo aos ratos controle, sem PEG. A administracao
de PEG por 16 dias reduz em 5 vezes o volume tumoral.

O PEG em varias concentragdes, durante 2 a 5 dias, foi
estudado em 4 linhagens de cancer de célon humano:
dois adenocarcinomas pobremente diferenciados (HT29
e COLO205), uma linhagem fetal (FHC) e uma linhagem
diferenciada (pds-confluente Caco-2). O PEG marcan-
temente e de uma maneira dose-dependente inibiu a
proliferacdo celular das linhagens mais agressivas,
HT29 e COLO205, com parada do ciclo celular na fase
GO/G1. As outras linhagens, fetal e diferenciada, nao
foram afetadas.

Para Dorval e colaboradores®, o PEG na dieta é um
extraordindrio quimiopreventivo na carcinogénese do
cancer colo-retal humano. Foram estudados pacientes
com historia de cancer colo-retal na familia, com pdlipos
no intestino grosso, constipagao, sintomas digestivos e
que nado estavam ingerindo antiinflamatérios. Eram 607
mulheres e 498 homens com idade média de 58,3 anos.
Encontrou-se 329 pacientes com adenomas, 23 com carci-
nomas e 813 nao apresentavam tumores na colonoscopia.
A maioria dos pacientes que estava tomando PEG 4000
nao apresentou tumores. A analise univariada mostrou
que os pacientes que estavam ingerindo PEG 4000 apre-
sentaram risco de cancer 50% menor, quando comparado
com outros laxantes, sugerindo que este polimero até-
xico e ndo absorvivel possui grande valor na prevencao
da carcinogénese colo-retal (Dorval-2006).

Estes trabalhos mostram que o efeito sobre as células
cancerosas se faz pelo aumento de um parametro fisico,
a osmolalidade, independentemente de qual seja a qui-
mica do soluto.

Descrevemos caso clinico de mesotelioma com carcino-
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matose abdominal, onde empregamos solugao hiperos-
molar de cloreto e sédio, com carga osmolar de 1000
miliOsm em 1 hora de infusdo intravenosa e intrape-
ritoneal.

Paciente do sexo feminino com 63 anos de idade e his-
téria de febre a esclarecer ha 3 meses. Foi tratada com
antibidticos por 45 dias por suspeita de endocardite
bacteriana, porém a febre persistiu. Foram extraidos
todos os dentes do maxilar superior e mandibula, porém
a febre persistiu. Apés 1 capsula de naproxeno 250mg
a febre cedeu. A Ressonancia Nuclear Magnética mostrou
espessamento do peritonio e aumento de varios linfo-
nodos, principalmente pélvicos. A laparotomia seguida
de bidpsia confirmou a carcinomatose peritoneal por
mesotelioma. A paciente estava em mau estado geral,
com extrema exaustdo, sensacao de peso no corpo com
grande fraqueza, quase ndo podendo andar, com edema
generalizado, derrame pleural, ascite, instabilidade da
pressao arterial, anorexia e caquexia intensa, pesando
38 kg. Nestas condicoes, foi considerada pelo oncologista
de Hospital Universitario em estado terminal, tendo alta
hospitalar com analgésicos e cuidados gerais paliativos.

Sendo a paciente considerada em estado terminal, onde
os recursos da medicina convencional eram inexistentes,
e apds consentimento informado da paciente e dos fa-
miliares, iniciamos a administracdo de osmdlitos cos-
motropos organicos (trimetilglicina, taurina, inositol) e
solucdo hiperosmolar de cloreto de sddio. Logo nas
primeiras semanas, a paciente apresentou sensivel
melhora do estado geral e ndo mais necessitou de anal-
gésicos. Apds infusdes intravenosas e intraperitoneais
alternadas de NacCl 5,85% e a ingestao dos osmdlitos, a
paciente recuperou totalmente o apetite, comegou a
engordar 1/2kg a cada 15 dias e assumiu os deveres
domésticos. Nos primeiros 6 meses de evolugdo, man-
teve quadro estdvel com olhar brilhante, aumento do
apetite e de peso e 6timo estado geral. Nova ressonancia
mostrou peritdnio nao espessado e pequena diminuigao
dos linfonodos abdominais, quando comparado com o
exame realizado seis meses antes, sendo compativel
com auséncia da carcinomatose peritoneal. Atualmente,
esta com 58 Kg, no 18° més de evolucao e persistem a
melhora clinica e de imagem.

A solugao hiperosmolar de cloreto e sédio merece ser
melhor estudada, devido aos varios efeitos fisiopato-
16gicos benéficos no tratamento do cancer experimental
e na paciente com carcinomatose peritoneal descritos
neste trabalho.

Conflito de interesses: Nada a declarar.
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