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MOREIRA, CAROLINA CAMPOS LIMA. Avaliacdo da neoglicogénese hepatica e
das citocinas circulantes na caquexia induzida por tumor Walker-256. Dissertacéo
submetida ao Programa de Mestrado em Patologia Experimental da Universidade
Estadual de Londrina como requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre.

RESUMO

A caguexia neoplasica é caracterizada por um conjunto de desvios metabdlicos
provocados por diversos fatores denominados mediadores da caquexia. Poucos
estudos tém investigado as alteracdes metabdlicas hepaticas na caquexia associada
ao cancer, ndo havendo consenso se a neoglicogénese esta aumentada ou
diminuida nesta patologia. Além disso, ndo ha estudos sobre as concentracdes
circulantes de citocinas durante o processo de desenvolvimento do tumor Walker-
256. O objetivo deste estudo foi avaliar a neoglicogénese hepatica e parametros
metabdlicos relacionados, bem como as concentracbes séricas de citocinas, em
ratos portadores de caquexia induzida por tumor Walker-256, em diferentes estagios
do desenvolvimento tumoral. Para a implantac&o do tumor, 8x10’ células Walker-256
(grupo WK) foram inoculadas subcutaneamente no flanco direito traseiro de ratos
machos Wistar (220-230 g). Animais controles foram inoculados com PBS (salina
tamponada com fosfato) no mesmo local. A neoglicogénese hepatica e o0s
parametros metabdlicos relacionados foram avaliados em estudos de perfusdo de
figado in situ, a partir dos precursores alanina, piruvato, lactato ou glicerol, no 5°
(WK 5° e 8° (WK 8° dia apo6s a inoculagdo das células tumorais. As citocinas
séricas, fator de necrose tumoral a (TNFa) e as interleucinas 18 (IL-1B) e 6 (IL-6),
foram avaliadas no 2° 5° 8° 11° e 14° dia de desenvolvimento tumoral. Os
resultados demonstraram reducéo (p<0,05) da producdo hepética de glicose e do
consumo de oxigénio a partir da alanina 2,5 mM nos grupos WK 5° e WK 8°. Nestes
estudos de perfusdo com alanina, houve aumento (p<0,05) da producéo hepética de
piruvato e lactato e tendéncia de aumento na producao hepatica de uréia no grupo
WK 5°, enquanto no grupo WK 8° houve tendéncia de reducao na producéo hepética
de piruvato, lactato e uréia. A producéo hepatica de glicose e o0 consumo de oxigénio
a partir do piruvato 5 mM ou lactato 2 mM foram também reduzidos (p<0,05) nos
animais portadores de tumor (WK 5° e WK 8°), exceto para o grupo WK 5° que
apresentou apenas tendéncia de redugdo no consumo de oxigénio a partir do
piruvato. Entretanto, a producdo de glicose e 0 consumo de oxigénio a partir do
lactato 5,5 mM (grupo WK 8°) ou a partir do glicerol 2 mM (grupos WK 5° e WK 8°)
nao foram reduzidos nos animais portadores de tumor. As concentracfes séricas de
TNFa, IL-1B e IL-6 foram indetectaveis nos ratos portadores de tumor (grupos WK
2°, WK 5°, WK 8°, WK 11° e WK 14°). Os resultados permitiram concluir que houve
inibicdo da neoglicogénese hepatica a partir dos precursores alanina, piruvato e
lactato, mas ndo a partir do glicerol, no 5° e 8° dia de desenvolvimento tumoral.
Estes achados, juntamente com os de producdo hepatica de lactato, piruvato e uréia
a partir da alanina, permitem sugerir que houve inibicdo de enzimas regulatorias da
neoglicogénese, como a piruvato carboxilase e/ou PEPCK (fosfoenolpiruvato
carboxiquinase) e tendéncia de inibicdo da alanina aminotransferase (WK 8°), mas
nao houve inibicdo de enzimas que catalisam reacOes posteriores a entrada do
glicerol (frutose 1,6-bifosfatase e glicose 6-fosfatase), nos ratos portadores de tumor.
E possivel que o TNFa, a IL-1B e a IL-6, produzidos localmente no figado e em
outros tecidos, estejam atuando como mediadores autdcrinos/paracrinos e inibindo a



expressao e/ou atividade destas enzimas regulatorias da neoglicogénese. Os dados
também indicam, como demonstrado pela inibicdo da producdo hepética de glicose
a partir do lactato 2 mM, mas néo a partir do lactato 5,5 mM, que houve alteracéo da
concentracdo saturante de lactato, nos figados dos animais portadores de tumor.
Assim, € possivel que a producdo hepatica de glicose a partir de maiores
concentragdes circulantes de lactato, como as observadas nos ratos portadores de
tumor, contribua para o impedimento de hipoglicemia acentuada e, portanto para o
prolongamento da vida no estado portador de tumor.

Palavras-chave: caquexia, tumor Walker-256, neoglicogénese hepatica, citocinas



MOREIRA, CAROLINA CAMPOS LIMA. Evaluation of hepatic gluconeogenesis and
circulating cytokines in the Walker-256 tumor-induced cachexia. Dissertacao
submetida ao Programa de Mestrado em Patologia Experimental da Universidade
Estadual de Londrina como requisito parcial a obtencédo do titulo de Mestre.

ABSTRACT

Neoplastic cachexia is characterized by a set of metabolic disorders caused by
several factors denominated mediators of cachexia. Few studies have investigated
the hepatic metabolic alterations in cancer-associated cachexia, there is no
consensus whether gluconeogenesis is increased or decreased in this pathology.
Moreover, there are no studies on circulating concentrations of cytokines during the
development process of the Walker-256 tumor. The objective of this study was to
evaluate hepatic gluconeogenesis and related metabolic parameters, as well as
serum concentrations of cytokines, in rats with Walker-256 tumor-induced cachexia,
at different stages of tumor development. For tumor implantation, 8x10” Walker-256
cells (group WK) were inoculated subcutaneously into the back right flank of Wistar
male rats (220-230 g). Control animals were inoculated with PBS (phosphate-
buffered saline) in the same place. Hepatic gluconeogenesis and related metabolic
parameters were evaluated in studies of in situ liver perfusion, from precursors
alanine, pyruvate, lactate or glycerol, on 5™ (WK 5™ and 8" (WK 8™ day after
inoculation of tumor cells. Serum cytokines, tumor necrosis factor a (TNFa) and
interleukin 18 (IL-1B) and 6 (IL-6), were evaluated on 2", 5™ 8" 11" and 14" day of
tumor development. The results showed reduction (p<0.05) of hepatic glucose
production and oxygen consumption from alanine 2.5 mM in the groups WK 5" and
WK 8". In these perfusion studies with alanine, there was increase (p<0.05) of
hepatic production of pyruvate and lactate and tendency of increase in hepatic
production of urea in the group WK 5™, while in the group WK 8" there was tendency
of reduction in hepatic production of pyruvate, lactate and urea. Hepatic glucose
production and oxygen consumption from pyruvate 5 mM or lactate 2 mM were also
reduced (p<0.05) in tumor-bearing animals (WK 5" and WK 8™), except for the group
WK 5™ which showed only tendency of reduction in oxygen consumption from
pyruvate. However, production of glucose and oxygen consumption from lactate
5.5 mM (group WK 8™) or from glycerol 2 mM (groups WK 5™ and WK 8™) were not
reduced in tumor-bearing animals. Serum concentrations of TNFa, IL-1 and IL-6
were undetectable in tumor-bearing rats (groups WK 2" Wk 5" wk 8" wk 11"
and WK 14™). The results showed that there was inhibition of hepatic
gluconeogenesis from precursors alanine, pyruvate and lactate, but not from glycerol,
on 5™ and 8™ day of tumor development. These findings, together with the hepatic
production of pyruvate, lactate and urea from alanine, permit to suggest that there
was inhibition of regulatory enzymes of gluconeogenesis, such as pyruvate
carboxylase and/or PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase) and tendency of
inhibition of alanine aminotransferase (WK 8"), but there was not inhibition of the
enzymes that catalyze posterior reactions to the entry of glycerol (fructose 1,6-
bisphosphatase and glucose 6-phosphatase), in tumor-bearing rats. It is possible that
TNFa, IL-13 and IL-6, locally produced in the liver and other tissues, are acting as
autocrine/paracrine mediators and inhibiting the expression and/or activity of these
regulatory enzymes of gluconeogenesis. The data also indicate, as demonstrated by
inhibition of hepatic glucose production from lactate 2 mM, but not from lactate



5.5 mM, that there was alteration of the saturating concentration of lactate, in livers of
tumor-bearing animals. Thus, it is possible that the hepatic glucose production from
higher circulating concentrations of lactate, as observed in tumor-bearing rats,
contributes to the prevention of severe hypoglycemia and, therefore to the extension
of life in the tumor-bearing state.

Key-words: cachexia, Walker-256 tumor, hepatic gluconeogenesis, cytokines
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1 INTRODUGCAO

A incidéncia mundial de neoplasias vem crescendo ao longo dos
anos. Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer
foi responséavel por 7,6 milhdes, o que representou 13% de todas as mortes. Os
principais tipos de cancer com maior mortalidade foram: de pulméo (1,3 milh&o); de
estdbmago (cerca de 1,0 milhdo); de figado (662 mil); de célon (655 mil); e de mama
(502 mil). Estima-se que, em 2020, o0 numero de casos novos anuais seja da ordem
de 15 milhdes, sendo que cerca de 60% desses Nnovos casos ocorrerdo em paises
em desenvolvimento (INCA, 2007).

No Brasil, em 2008, assim como para 2009, foram esperados
231.860 casos novos, para 0 sexo masculino, e 234.870 para o sexo feminino.
Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (115 mil casos novos) sera o
mais incidente na populacéo brasileira, seguido pelos tumores de préstata (49 mil),
de mama feminina (49 mil), de pulmao (27 mil), de colon e reto (27 mil), de estdmago
(22 mil) e de colo do utero (19 mil) (INCA, 2007).

Dentre os efeitos provocados pelo cancer no organismo, a caquexia
representa um dos mais sérios, uma vez que leva a debilitacdo do paciente,
resultando em perda acentuada de peso e fraqueza generalizada.

A caquexia é uma sindrome complexa e multifatorial (INUI, 1999;
TISDALE, 1997, 1999, 2000, 2002 & 2004; VICENTINO et al., 2002a) caracterizada
por perda maior que 10% da massa corporal total. E freqiientemente definida como
uma profunda desordem constitucional em que a fraqueza (perda de forgca muscular)
e a desnutricdo (decorrente da anorexia e ma absorcdo de nutrientes) estéo
relacionadas com a presenca de uma doenca créonica (HOLROYDE & REICHARD,
1981), como: cancer, AIDS, insuficiéncia cronica do coracdo, artrite reumatdide,
faléncia cronica dos pulmbes, cirrose hepatica, deficiéncia renal ou sepse
(MARTIGNONI et al., 2003; PLATA-SALAMAN, 2000). Este estado patoldgico
ocorre em mais de 2/3 dos pacientes com neoplasia avancada (ARGILES et al.,
2001) e esta associado com o decréscimo do tempo de vida desses portadores
(TISDALE, 1997). Aproximadamente 30% das mortes por cancer sédo atribuidas a
caquexia e as suas consequéncias (BARTON, 2001).

As anormalidades associadas a caquexia do cancer incluem

anorexia, perda de peso, anemia e alteracbes no metabolismo de carboidratos,
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lipideos e proteinas (ARGILES et al., 1997). O grau de caquexia é inversamente
proporcional ao tempo de vida do paciente e a caquexia sempre implica em um
pobre prognéstico (DeWYS, 1985; HARVEY et al., 1979; NIXON et al., 1980). Talvez
uma das mais relevantes caracteristicas da caquexia seja a astenia (perda da forca
muscular), a qual reflete a grande degradacdo muscular que leva a caquexia no
paciente com cancer (ARGILES et al., 1992). A astenia é também caracterizada por
fragueza bem como fadiga mental (ADAMS & VICTOR, 1981). Além disso, na
caquexia ha também deplecédo das proteinas cardiacas, resultando em importantes
alteracdes no desempenho do coracdo (ARGILES et al., 2007).

A perda macica de massa muscular é responsavel pela maior parte
da perda de peso total e pode ocorrer independentemente da diminuicdo da ingestédo
alimentar ou ma absorcdo de nutrientes. Embora a caquexia sempre inclua um
componente de reducdo na ingestdo de alimentos, a anorexia € insuficiente para
justificar a perda excessiva de massa corporal. Na caquexia hd macica deplecao do
musculo esquelético, ausente na anorexia. Além disso, a suplementacdo alimentar
nao é capaz de reverter o quadro caquético e a caquexia pode ocorrer na auséncia
de anorexia (TISDALE, 2001).

O desenvolvimento da caquexia do céncer pode ser explicado, pelo
menos parcialmente, pelas consequéncias energéticas do crescimento do tumor. As
células tumorais utilizam substratos como glicose, lipidios ou aminoacidos, cuja
importancia relativa varia de acordo com o tipo e estagio de desenvolvimento de um
determinado tumor (ARGILES & AZCON-BIETO, 1988).

A arquitetura dos tumores sélidos possui importancia na
determinacdo dos substratos metabdlicos utilizados para a producdo de energia.
Grandes tumores solidos, como o Walker-256, de crescimento rapido e pouca
vascularizacdo, apresentam pobre suprimento sanguineo. Muitas regides tumorais
tornam-se hipéxicas e utilizam, preferencialmente, a via glicolitica anaerébica para a
producdo de energia (VICENTINO et al., 2002b). Assim, nestes tipos de tumor, a
glicose é a fonte primaria de energia (TISDALE, 2000), e a quantidade requerida
pelas células tumorais é cerca de quatro a cinco vezes a das células normais
(TIJERINA, 2004), estabelecendo-se um mecanismo de competicdo por este
substrato entre o tumor e os demais tecidos do hospedeiro.

Uma vez que a glicolise € uma via menos eficiente de producgéo de

energia quando comparada a fosforilacdo oxidativa, grandes quantidades de glicose
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sdo consumidas pelo tumor. E essa demanda extra de glicose pelo tumor é
acompanhada por uma menor utilizacdo de glicose pelos tecidos do hospedeiro
(TISDALE, 1997).

O aumento na captacdo de glicose e da glicolise anaerdbica é
necessario para manter o nivel de ATP para sobrevivéncia e proliferagdo continua
das células tumorais, e estes mecanismos sdo mediados pelo fator induzido por
hipéxia-1 (HIF-1), um fator de transcricdo capaz de estimular a expressao de mais
de 70 genes (BRAHIMI-HORN et al., 2007).

Sob condicdo de hipdxia, o HIF-1 induz a expressdo de
transportadores de glicose (GLUT-1 e GLUT-3) e de enzimas glicoliticas nas células
tumorais (ORTEGA et al., 2009), para aumentar a captacao e utilizacao de glicose
respectivamente.

No entanto, muitas células tumorais que crescem sob condi¢des
normais de oxigénio também apresentam expressao aumentada de transportadores
de glicose e de enzimas glicoliticas (DANG & SEMENZA, 1999). Tem sido mostrado
gue oncogenes podem diretamente ativar o HIF-1, independente da hipdxia, levando
a uma taxa de glicélise aumentada (SHAW, 2006). O oncogene Ras, por exemplo,
pode aumentar os transportadores de glicose e a glicélise em células transformadas
(MAZUREK et al., 2001).

O desvio do fluxo metabdlico da célula tumoral para a via glicolitica
anaerobica pelo HIF aumenta, portanto, o consumo de glicose por esta célula
(TISDALE, 2002). A répida taxa de utilizacdo de glicose pelas células tumorais
juntamente com a anorexia resultam em hipoglicemia no hospedeiro e elevacédo da
concentracdo de lactato sanguineo, o qual é convertido novamente a glicose no
figado pela via da neoglicogénese, estabelecendo entre o tumor e o figado um ciclo
fatil, como o ciclo de Cori (BONGAERTS et al., 2006; PIFFAR et al., 2003).

A reciclagem da glicose por este ciclo futili aumenta de 20%, em
individuos normais, para 50%, em individuos com caquexia neoplasica, sendo
responsavel pela eliminagdo de 60% do lactato produzido pelo tumor (TISDALE,
2000). A atividade aumentada deste ciclo contribui para 0o aumento do gasto
energético na caquexia, visto que a neoglicogénese a partir do lactato utiliza seis
moléculas de ATP para cada conversdo de lactato a glicose, e a oxidagédo

anaerobica de glicose pelas células tumorais produz dois ATPs, sendo entdo parte
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da energia dissipada em forma de calor (BONGAERTS et al., 2006; MORLEY et al.,
2006; TISDALE, 2002).

O desenvolvimento da caquexia do cancer decorre ndo sO da
utilizacdo de combustiveis pelas células tumorais para suas necessidades
energéticas como também das complexas interacdes entre o hospedeiro e o tumor
(SKIPWORTH et al.,, 2007), ou seja, depende da dinamica da resposta do
hospedeiro (ativacdo da resposta inflamatéria sisttmica e mudancas metabdlicas,
imunologicas e neuroendocrinas) e das caracteristicas do tumor e/ou dos produtos
derivados do tumor (ARIAS et al., 2007; TISDALE, 2005).

Sugere-se que fatores produzidos pelo tumor e pelo tecido do
hospedeiro na presenca de certos tumores, desempenham papel importante na
reducdo da massa tecidual e, por essa razdo, sdo chamados de mediadores da
caquexia (LOBERG et al., 2007; RAMOS et al., 2004; RUBIN, 2003; TISDALE, 1999
& 2003).

Os mediadores da caquexia atuam em multiplos alvos, como
adipécitos, midcitos, hepatdcitos, medula O6ssea, células endoteliais e neurdnios,
induzindo uma complexa cascata de respostas biolégicas que culminam em
progressiva anorexia, perda de peso, deplecéo de estoque de lipideos, severa perda
protéica do musculo esquelético (LOBERG et al., 2007) e varias outras alteracées no
metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos.

Entre os mediadores da caquexia derivados do tumor estéo incluidos
pequenos peptideos descritos como toxicos — toxohormdnios — produzidos por
células tumorais, os quais tém sido relacionados a caquexia, muito embora seu
papel ndo esteja precisamente determinado (RUBIN, 2003). Contudo, foi verificado
gue um toxohdérmonio obtido do tumor Walker-256, um carcinossarcoma encontrado
em ratos, foi capaz de inibir a incorporacdo de aminoacidos em proteinas de
miofibrila do mdudsculo diafragma (GOODLAD & RAYMOND, 1973). Outros
mediadores da caquexia derivados do tumor séo o fator de mobilizacdo de lipidios
(LMF) que degrada diretamente o tecido adiposo (TISDALE, 1993 & 2000) e o fator
indutor de protedlise (PIF) que induz a proteslise no musculo esquelético por ativar a
via ubiquitina-proteassoma dependente de ATP e reduz a sintese protéica muscular,
como demonstrado no mduasculo gastrocnémio (TISDALE, 2000 & 2001). A

administracdao de PIF em camundongos néo-portadores de tumor produziu um
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estado de caquexia, com rapida perda de peso, devido a deplecdo seletiva de
massa magra (TISDALE, 1999 & 2000).

As citocinas sdo também consideradas mediadores da caquexia.
Dados atuais apontam as citocinas como sendo os principais fatores envolvidos na
sindrome de caquexia. Estas moléculas sinalizadoras, produzidas pelo proprio tumor
ou liberadas por células do sistema imune em resposta a presenca do tumor,
desencadeiam intrincadas redes de sinalizacdo nos tecidos as quais estao
envolvidas com a degradacdo e sintese protéica, controle da ingestdo alimentar,
gasto energético e regulacdo hormonal. Altas concentragdes de citocinas, tais como
o fator de necrose tumoral o (TNFa) e as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6), tém sido
encontradas em alguns pacientes com cancer e 0s niveis circulantes destas
citocinas parecem correlacionar com a progresséo do tumor (FEARON et al., 1991;
MANTOVANI et al., 2000; MATTHYS & BILLIAU, 1997; MOLDAWER et al., 1992;
NOGUCHI et al., 1996; YANAGAWA et al., 1995). E possivel, no entanto, que as
concentragbes circulantes de TNFao e IL-6 ndo necessariamente devem estar
elevadas para o desenvolvimento da caquexia. Postula-se que o TNFa e a IL-6
possam atuar como mediadores autdcrino/paracrino ao invés de serem mensageiros
circulantes na caquexia (TISDALE, 1997).

A administragéo isolada ou combinada de TNFa, IL-6 e IL-1 é capaz
de reduzir a entrada de alimento e reproduzir a sindrome anorexia-caquexia
observada no cancer (GELIN et al., 1991; INUI, 1999; MATTHYS & BILLIAU, 1997,
MOLDAWER et al., 1992; NOGUCHI et al.,, 1996; TISDALE, 1997). As citocinas
podem atravessar a barreira hemato-encefalica (INUI, 1999) e se ligarem a
receptores que estdo presentes em alta densidade na regido do hipotalamo
(STERNBERG, 1997), atuando diretamente em neurdnios envolvidos no controle da
ingestdo de alimentos na area hipotalamica lateral e nos nucleos ventromedial e
paraventricular do hipotalamo (PLATA-SALAMAN, 2000). O consumo de alimentos é
regulado por um complexo sistema de hormoénios e neuropeptideos (MARTIGNONI
et al., 2003). As citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-1B, TNFa e interferon-y (INF-y)
sdo apontadas como indutoras de anorexia relacionada ao cancer, por aumentarem
a liberacdo do fator de liberacdo de corticotrofina (CRF), um neurotransmissor do
sistema nervoso central que suprime a ingestdo de alimentos (ARGILES et al., 2003;
MARTIGNONI et al., 2003; PLATA-SALAMAN, 2000).



21

O TNFa, também denominado de caquectina, tem sido a citocina
mais estudada. Foi o primeiro fator a ser associado com a caquexia quando se
observou sua secrecdo por linhagens celulares de macrofagos em resposta a
endotoxinas (BEUTLER et al., 1985).

O TNFa estimula diretamente a lipdlise em humanos pela ativagéao
da proteina quinase ativada por mitdgeno (MEK) e da quinase relacionada com sinal
extracelular (ERK), confluindo com a diminuicdo da expressédo da fosfodiesterase
3B, a enzima degradante de adenosina monofosfato ciclica (AMPc), resultando em
aumento do AMPc intracelular, o qual ativa a proteina quinase A (TISDALE, 2003;
WARNE, 2003), estimuladora da enzima lipase horménio-sensivel (HSL) - enzima
que estimula a hidrolise dos triacilglicerois nos adipocitos (ARNER, 1995).

Além de estimular a lipolise (MacDOUGALD & MANDRUP, 2002;
TISDALE, 1999, 2002 & 2003; WARNE, 2003), o TNFa é capaz de promover
aumento da apoptose de adipdcitos e pré-adipécitos (PRINS et al., 1997; WARNE,
2003) e diminuicdo do processos de adipogénese e lipogénese (MacDOUGALD &
MANDRUP, 2002; WARNE, 2003). Verificou-se que esta citocina suprime a
lipoproteina lipase (LPL), enzima localizada na superficie das células endoteliais dos
vasos sangiineos dos tecidos adiposo e muscular, que degrada os triacilgliceroéis do
plasma em &cidos graxos e glicerol (BERG et al., 1994). A infusdo intravenosa de
TNFo em ratos promove elevacgéo de triglicerideos e acidos graxos livres no plasma,
(TREDGET et al., 1988).

O TNFoa é também responsavel pelo aumento do metabolismo
muscular (NIJSTEN et al.,, 1987; PERLMUTTER et al., 1986) e da atividade
glicolitica em culturas de miécitos (ZENTELLA et al., 1993). A infusdo intravenosa de
TNFa e IL-13 em ratos provoca alteracdes nas concentragdes plasmaticas de lactato
e glicose, aumento da reciclagem de glicose, redugdo no consumo de oxigénio do
animal e reducao da atividade da piruvato desidrogenase hepatica (TREDGET et al.,
1988). Diversos estudos apontam o TNFa como sendo o iniciador da via de
degradacéo protéica.

Com relacéo a neoglicogénese hepatica, foi demonstrado que baixas
doses TNFa inibiram a neoglicogénese a partir do precursor alanina (KELMER-
BRACHT et al.,, 2006), e isso pode ser devido a diminuicdo da fosfoenolpiruvato

carboxiguinase (PEPCK), enzima-chave da neoglicogénese, pois 0 TNFa em baixas
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doses diminuiu a expressdo da PEPCK em camundongos (HILL & MCCALLUM apud
KELMER-BRACHT et al., 2006). Entretanto, altas doses de TNFa aumentaram a
neoglicogénese a partir da alanina em hepatécitos isolados (BLUMBERG et al.,
1995Db).

Metzger e colaboradores (1997), por sua vez, observaram que a
atividade da glicose 6-fosfatase (G6Pase), enzima que catalisa a conversdo da
glicose 6-fosfato em glicose, reduziu (20%) seis horas ap6s a administracdo de
TNFa e a atividade da PEPCK diminuiu (60%) doze horas apos a administragcado de
TNFa. A regulacao da atividade da G6Pase e da PEPCK foi associada a acentuada
reducdo de seus RNAs mensageiros, devido a reducao das taxas de transcricao.

Outra citocina importante envolvida na caquexia do cancer € a IL-6
(STRASSMANN & KAMBAYASHI, 1995), que modula uma variedade de respostas
fisioloégicas e ativa genes envolvidos na diferenciacdo, sobrevivéncia, apoptose e
proliferacao celular (HEINRICH et al., 2003).

A infusdo de IL-6, em doses préximas a fisiolégica em humanos
saudaveis, inibiu a lipogénese, estimulou a lipdlise nos adipécitos e aumentou 0s
acidos graxos livres circulantes (BARTON, 2001; VAN HALL et al., 2003), indicando
a IL-6 como um fator importante no metabolismo lipidico. A IL-6 tem também a
capacidade de encurtar a meia-vida de proteinas de vida longa e aumentar a
atividade do proteassoma 26S (TISDALE, 1999).

Foi verificado que a IL-6 aumentou a neoglicogénese hepatica em
hepatécitos de ratos incubados por 24 horas (BLUMBERG et al., 1995a) e induziu, in
Vivo e in vitro, a expressao da proteina supressora da sinalizacdo de citocinas-3
(SOCS-3) hepatica, a qual é capaz de inibir a sinalizacdo do receptor de insulina,
promovendo resisténcia a insulina (SENN et al., 2003).

Héa evidéncias de correlacdo entre o aumento das concentracdes
circulatérias de IL-6 e de TNFa, indicando que as citocinas nao agem isoladamente,
podendo agir sinergicamente como mediadores finais da caquexia (LANGSTEIN &
NORTON, 1991; NETO et al., 2001).

A interleucina-1f, outra citocina mediadora do processo de caquexia,
€ um peptideo enddégeno e tem sido apontada como desencadeadora de muitos
efeitos similares ao do TNFa, incluindo a inibicdo da LPL e o aumento da lipdlise
(INUI & MEGUID, 2003; NETO et al., 2001).
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A interleucina-13 pode agir diretamente no cérebro para produzir
anorexia (PLATA-SALAMAN, 2000), ou indiretamente por meio de outros
mediadores anorexigenos como a leptina, o CRF e a serotonina (INUI, 1999). A
inducdo da resposta anoréxica pela IL-1 estd associada com processos
patofisiolégicos crénicos incluindo o céancer, AIDS, artrite reumatdide, doenca
pulmonar obstrutiva cronica entre outras (PLATA-SALAMAN, 1996). Ja é bem
estabelecido que o consumo de alimentos € regulado por um complexo sistema de
hormonios e neuropeptideos (MARTIGNONI et al., 2003). Inui (1999) demonstrou
que o neuropeptideo Y (NPY) (potente orexigeno) e o CRF (anorexigeno) séo
desregulados na rede hipotalamica, na sindrome anorexia-caquexia induzida pelo
cancer, levando a diminuicdo do consumo energético apesar da alta demanda
metabdlica por nutrientes. A IL-1 tem também sido associada a inducdo da anorexia,
por ser antagonista do receptor de NPY (PLATA-SALAMAN, 2000).

Além disso, de modo semelhante ao TNFa, baixas doses de IL-13
inibiram a neoglicogénese hepatica a partir do precursor alanina (KELMER-BRACHT
et al., 2006). Foi demonstrado também que a adicao de IL-1 e IL-10, em cultura de
hepatécitos, inibiu a producdo de glicose hepatocelular, e esta inibicao foi
acompanhada pela menor atividade da PEPCK (YERKOVICH et al., 2004).

Embora o figado possa sofrer influéncias de citocinas circulantes, de
citocinas produzidas localmente pelas células de Kupffer ativadas e de fatores
produzidos pelo tumor (TRAN-THI et al., 1993; SCHUMANN et al., 2000;
MATSUMOTO et al.,, 2002), o metabolismo hepatico na caquexia tem sido
relativamente pouco investigado.

Estudos em perfusdo de figado de ratos portadores do tumor
Walker-256, no 14° dia apés a inoculacdo das células tumorais, demonstraram
algumas alteragbes no metabolismo de carboidratos tais como: diminuicdo da
glicolise a partir da glicose exogena, provavelmente decorrente da menor atividade
da glicoquinase; diminuicdo da glicélise a partir do glicogénio enddgeno,
provavelmente devido a menor quantidade de glicogénio hepéatico em ratos
portadores do tumor Walker-256; maior tendéncia de liberacédo de glicose, o que é
coerente com a grande capacidade de consumo de glicose apresentada pelos
tumores em geral (VICENTINO et al., 2002b).

Entretanto, em relacdo a neoglicogénese hepatica, ndo ha consenso

se ela estd aumentada ou diminuida em portadores de tumor. H&a trabalhos
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demonstrando que no estado portador de tumor ha maior liberacdo de glicose pela
neoglicogénese hepatica. Pacientes com varios tipos de cénceres apresentaram
maior neoglicogénese a partir do lactato (SHAPOT & BLINOV apud TISDALE, 1997),
alanina (WATERHOUSE et al.,, 1979) e glicerol (LUNDHOLM et al., 1982).
Waterhouse e colaboradores (1979) relataram aumento significativo na converséo
do esqueleto de carbono da alanina para glicose em um grupo de pacientes com
cancer que tinham manifestacfes sistémicas de anorexia e perda de peso. Da
mesma forma, Lundholm e colaboradores (1982) mostraram maior producdo de
glicose apds a injecdo de glicerol marcado radioativamente em pacientes com
cancer. Similarmente, animais portadores de tumor apresentaram maior
neoglicogénese hepética. A taxa de producao de glicose a partir do precursor lactato
mostrou-se significativamente aumentada nos estudos de perfusdo de figado de
ratos portadores de tumor mamario subctaneo (SHEARER et al., 1983). Hepatdcitos
isolados de ratos portadores de tumor apresentaram maior neoglicogénese quando
incubados com lactato, alanina (BLUMBERG et al.,, 1993; ROH et al., 1984) ou
glutamina (FISCHER et al., 1997). Esse aumento na producdo de glicose foi
associado com maior atividade da PEPCK, enzima regulatéria da neoglicogénese,
em ratos com tumor (NOGUCHI et al., 1989). Sabe-se que animais portadores de
tumor apresentam concentracfes plasmaticas de glucagon aumentadas e de
insulina diminuidas (INCULET et al., 1987), e que o glucagon pode aumentar a
sintese de PEPCK e a insulina diminuir a sintese da mesma (YOUNES & NOGUCHI,
2000).

Por outro lado, h& trabalhos demonstrando diminuicdo da
neoglicogénese no estado portador de tumor. Estudos de perfusdo de figado
evidenciaram diminuicdo da neoglicogénese em ratos portadores de tumor Walker-
256 quando a alanina foi o precursor neoglicogénico utilizado (CORBELLO-
PEREIRA et al., 2004). Liu e colaboradores (1990) também observaram conversao
reduzida da alanina em glicose em figados de ratos portadores de adenocarcinoma
mamario. Em concordancia, estudos realizados recentemente (CASSOLLA, 2008)
mostraram que figados de ratos no 12° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256
apresentaram menor producdo de glicose a partir dos precursores neoglicogénicos:
alanina, lactato ou piruvato, mas néo a partir do glicerol.

Em resumo, a caquexia neoplasica envolve uma complexa rede de

desvios metabolicos provocados por diversos fatores, mediadores da caquexia, que
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podem alterar a neoglicogénese hepatica. Considerando que ndo ha concordancia
se a neoglicogénese hepética estd aumentada ou diminuida em portadores de
cancer e gue esta falta de consenso pode ser decorrente das analises nos diferentes
estudos terem sido realizadas em diferentes estagios do desenvolvimento tumoral, o
que implica em diferentes concentracées dos mediadores da caquexia, como as

citocinas, seguem-se 0s objetivos do presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a neoglicogénese hepética e parametros metabdlicos
relacionados, bem como as concentracdes séricas de citocinas, em ratos portadores
de caquexia induzida por tumor Walker-256 em diferentes estagios do

desenvolvimento tumoral.

2.2 Especificos

e Avaliar em estudos de perfusdo de figado a neoglicogénese hepética e
parametros metabdlicos relacionados a partir dos precursores alanina, piruvato,

lactato ou glicerol em ratos no 5° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256.

e Avaliar em estudos de perfusdo de figado a neoglicogénese hepética e
parametros metabdlicos relacionados a partir dos precursores alanina, piruvato,

lactato ou glicerol em ratos no 8° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256.

e Determinar as concentracdes séricas das citocinas TNFa, IL-1B e IL-6 em ratos
no 2°, 5°, 8°, 11° e 14° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Os sais do liquido de perfuséo, os precursores neoglicogénicos e 0s
demais reagentes foram adquiridos da Sigma, Merck, Reagen, J.T. Backer,
Mallinckrodt, Nuclear ou CAQ — Casa Quimica. Os kits de ELISA para dosagem das

citocinas foram obtidos da R&D Systems (Minneapolis, USA).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos adultos, da linhagem Wistar, pesando
entre 220 e 230 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) e mantidos em gaiolas coletivas (5 animais por gaiola) no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, a uma temperatura de 23 + 2 °C, com ciclo
claro/escuro de 12 horas. Os animais foram alimentados a vontade com racao
Nuvilab® para roedores e com livre acesso a agua. Nos experimentos para
avaliacdo da neoglicogénese hepatica os animais foram submetidos a 24 horas de
privacdo alimentar. Os experimentos foram realizados sempre no mesmo horario
para minimizar qualquer influéncia do ritmo circadiano.

Os protocolos dos experimentos com os animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UEL (cadastro n° 23/09;
processo n° 7061/2009). Foram utilizados de 4 a 13 animais por grupo, nos

seguintes grupos:

e Grupos Walker-256: ratos portadores de tumor Walker-256 no 2° (WK 2°), 5°
(WK 5°), 8° (WK 8°), 11° (WK 11°) e 14° (WK 14°) dia apés a inoculacdo das

células tumorais.

e Grupo Controle: ratos néo portadores de tumor (inoculacédo de PBS).

3.3 Implantagcdo do tumor Walker-256

O tumor Walker-256 é um carcinossarcoma de crescimento rapido, e
a sua implantagdo em ratos tem sido considerada um modelo adequado para
estudar a sindrome da caquexia, pois é uma neoplasia bem caracterizada,

facilmente mantida em laboratério, que raramente apresenta regressfées e com
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eficiéncia comprovada em testes terapéuticos (MORAES et al., 1997; OLIVEIRA et
al., 1998).

Células Walker-256, cedidas pelo Laboratério de Metabolismo
Hepatico da Universidade Estadual de Maringa (UEM), foram mantidas através de
passagens semanais por inoculacdo asséptica intraperitoneal de 1,0 ou 2,0 x 10°
células/animal. Apés 7 dias de crescimento intraperitoneal, os animais anestesiados
com éter etilico foram eutanasiados por deslocamento cervical e o exsudato
peritoneal foi retirado e submetido a centrifugacéo diferencial a 4°C para obtencéo
das células tumorais. As células foram ressuspensas em PBS (tampao fosfato 16,5
mM, contento NaCl 137 mM e KCI 2,7 mM), pH 7,4, e sua viabilidade foi avaliada
pelo método de exclusdo do azul de tripan em camara de Neubauer. Os ratos do
grupo tumor foram inoculados com 8,0 x 10’ células tumorais viaveis/animal,
subcutaneamente, no flanco direito traseiro. Para o grupo controle, foi inoculado
PBS no mesmo local. Para estes procedimentos, os animais foram previamente

anestesiados com éter etilico.

3.4 Experimentos de perfusdo de figado in situ para avaliacdo da
neoglicogénese e de parametros metabdlicos relacionados

A neoglicogénese hepéatica e o0s parametros metabdlicos
relacionados foram avaliados no 5° e 8° dia ap0s a inoculacdo das células tumorais
(grupos WK 5° e WK 8°) ou PBS (grupo controle). Para tanto, figados de ratos com
24 horas de privacao alimentar foram submetidos a perfusdo in situ, a qual foi
introduzida no Brasil por Kelmer-Bracht e colaboradores (1984).

O sistema para a perfusdo de figado € basicamente composto por
reservatorios para o liquido de perfusdo, uma bomba peristaltica e um oxigenador de
membrana, acoplados a um banho-maria com bomba de circulacéo externa de agua
aguecida e um cilindro com mistura carbogénica (O,/C0,=95/5%).

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro duplo de
aluminio, ao redor do qual estdo enrolados tubos de borracha silicone de parede fina
(0,25 mm), com diametro interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A
camara interna do cilindro de aluminio é termostatizada pelo banho-maria, por meio
da bomba de circulagdo externa de agua aquecida. O cilindro de aluminio esta
isolado do ambiente por uma cobertura cilindrica de plastico transparente,

mantendo-se no seu interior uma atmosfera de O, e CO,, nas propor¢des de 95:5. O
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sistema ainda contém um dispositivo que impede a entrada de bolhas de ar no
figado (capta-bolhas).

O liquido de perfusédo utilizado foi o tampédo Krebs/Henseleit-
bicarbonato (KH) (KREBS & HENSELEIT, 1932 apud KELMER-BRACHT, 1993). No
sistema de perfusdo o liquido de perfusdo € impulsionado pela bomba peristaltica
em direcdo ao oxigenador de membrana. Neste local se processam as trocas
gasosas. O O, e 0 CO; contidos na atmosfera carbogénica (95% O, / 5% CO,), por
troca passiva, passam para o liquido de perfusdo que circula no interior dos tubos de
borracha silicone. A fina espessura da parede destes tubos, seu pequeno diametro e
0 seu comprimento total (grande area de seccao transversa) favorecem as trocas.
Com os fluxos normalmente utilizados (nunca acima de 45 ml por minuto), o tempo
de permanéncia do liquido no oxigenador de membrana é de aproximadamente 1
minuto, e a saturacédo, préxima a 99%. Desse modo, o liquido saturado de ar (21%
de O,, 78% de N, além de outros), por troca passiva, satura-se com 95% de O, e 5%
de CO,. A entrada de CO; no liquido de perfusdo diminui o seu pH inicial de 7,6 para
7,4. O liquido de perfusédo deixa o oxigenador, saturado de O, e CO,, aquecido a
37°C e com pH 7,4, passa pelo capta-bolhas e se desloca em dire¢do a canula a ser
inserida na veia porta.

Para a perfusdo do figado os animais, controles e portadores do
tumor Walker-256, foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg) e
fixados em mesa cirargica. O abdémen foi aberto até a altura do diafragma por uma
incisdo longitudinal central e duas incisbes laterais, com exposicdo do figado e dos
demais Orgdos. Ligaduras frouxas foram colocadas ao redor da veia cava inferior,
logo acima da veia renal direita, e ao redor da veia porta. Em seguida a veia porta foi
canulada sob baixo fluxo, aproximadamente 10 ml/minuto e, imediatamente apds a
canulacdo os vasos abdominais abaixo do figado foram seccionados para que
houvesse completo dessangramento deste 6rgao. Esta incisdo da vazao ao liquido
extra que € bombeado para o sistema circulatério, evitando o aumento excessivo da
pressdo, o que causaria inchamento do figado. Logo apds, o fluxo foi elevado para
garantir a oxigenagao hepatica, e a ligadura em torno da veia porta foi amarrada
para fixacdo da canula. O térax foi aberto para exposicdo completa do figado, e a
veia cava inferior, acima do diafragma, foi ocluida para desviar o liquido para a veia
cava inferior, abaixo do figado. Posteriormente, a veia cava inferior (porgéo infra-

hepatica) foi canulada e a extremidade livre da cénula foi conectada a uma camara
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de acrilico onde estava posicionado o eletrodo de Clark para registro da
concentracdo de oxigénio no liquido efluente (perfusado). Finalmente, o fluxo
através do figado foi ajustado para valores que permitissem sua oxigenacao
adequada (aproximadamente 4 ml. min™. g de figado). Este fluxo esta muito acima
dos valores fisiolégicos (aproximadamente 0,15 ml. min™. g*) e visa a compensar a
auséncia de eritrocitos no liquido de perfuséo.

A perfusdo foi, portanto, realizada em sistema aberto (n&o-
recirculante), sendo o direcionamento do fluxo no sentido do hepatécito periportal
para o hepatdcito perivenoso (perfusdo monovascular anterégrada).

Apobs os 20 minutos iniciais de perfusdo, para a estabilizacdo do
consumo de oxigénio, o liquido efluente do figado, depois de passar pelo eletrodo de
oxigénio, foi coletado em intervalos de 2 minutos para determinacdo da
concentracdo de glicose, uréia, piruvato ou lactato. Durante este periodo a perfusao
do figado dos animais controles e portadores do tumor Walker-256 foi realizada por

um dos seguintes modos:

0-10 min 10-40 min 40-60 min
KH* KH + L-alanina 2,5 mM
KH KH + piruvato 5 mM, L-lactato 2 mM, KH

L-lactato 5,5 mM ou glicerol 2 mM

*KH= Krebs-Henseleit

Ao término do experimento, o figado foi retirado e pesado para que a
producédo de glicose, uréia, piruvato ou lactato por grama de figado (umol min™g™)
pudesse ser calculada. A expressao dos resultados em relagcdo ao peso do orgao
permite comparacdes de experimentos nos quais foram empregados figados com

diferentes pesos.

3.5 Experimentos para quantificacdo de citocinas no soro
As citocinas séricas foram avaliadas no 2°, 5°, 8°, 11° e 14° dia ap0s

a inoculacéo das células tumorais ou PBS (grupo controle). Para tanto, os animais
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foram submetidos & decapitacdo para coleta de sangue. As amostras de sangue
foram centrifugadas para obtencdo dos soros, os quais foram aliquotados e

armazenados em freezer a -80°C para posteriores dosagens de TNFa, IL-183 e IL-6.

3.6 Confirmacéo da caquexia dos animais portadores de tumor Walker-256

Em todos o0s experimentos o0s animais portadores de tumor
Walker-256 foram avaliados quanto aos seus estados caquéticos.

Para tanto, foram mensuradas as massas corpoéreas inicial e final
dos animas com tumor e a massa tumoral total (tumor do flanco e metastases). A %
de perda de massa corpoérea foi calculada de acordo com a equacédo abaixo. Os
animais séo considerados caquéticos quando apresentam perda de massa corporea

préxima ou maior que 10%.

% Perda de massa corpérea = (mie—mfe+mt+gmc) x 100
(mie+gmc)

Onde:

mie = massa corporea inicial do animal com tumor;
mfe = massa corpérea final do animal com tumor;
mt = massa do tumor;

gmc = ganho de massa do grupo controle.

3.7 Procedimentos analiticos

Para a avaliacdo da neoglicogénese hepatica foram determinadas as
concentracfes de glicose, uréia, piruvato e lactato e o consumo de oxigénio. Para a
analise da influéncia das citocinas nas alteracdes metabdlicas foram dosados o
TNFa, a IL-1B e a IL-6 no soro.

3.7.1 Determinacao da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose no liquido de perfuséo efluente do figado
foi medida pelo método da glicose-oxidase (BERGMEYER & BERNT, 1974). Neste
meétodo, a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a acido
glucbnico e peroxido de hidrogénio (H.O,). O H,O,, em presenca de peroxidase

(POD), produz a ligacdo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e d&a
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origem a um cromégeno com maximo de absor¢do em 505 nm de comprimento de

onda. O esquema a seguir resume estas reacoes:

Glicose + O, + H,0_SP, 4cido glucénico + H,0

2H,0, + 4-AF + fenol 225, 4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H,0
3.7.2 Determinacdo do consumo de oxigénio hepatico
O consumo de oxigénio pelo figado foi calculado a partir da seguinte

equacao:

Consumo de O,= [0, porta] — [O, cava] x ___Fluxo (umol/min.g)

Peso Figado

Onde:

[O, porta] = concentracdo de oxigénio que entra no figado, ou seja, aquela presente
no liquido de perfuséo (860 uM), quando saturado com 95 % de oxigénio da mistura
carbogénica.

[O, cava] = concentracdo de oxigénio que deixa o figado, ou seja, aquela presente
no liquido de perfusdo efluente, apés passar pelo figado. A concentracdo de
oxigénio no perfusado efluente foi medida polarograficamente através de um
eletrodo de oxigénio (eletrodo de Clarck ou oximetro), durante todo o periodo de

perfusao.

3.7.3 Determinacao da concentracao de uréia

A concentracdo de uréia no liquido de perfusao efluente do figado foi
determinada por método enzimatico, de acordo com a técnica de Gutmann e
Bergmeyer (1974), no qual a uréia é hidrolisada pela urease a amébnia e gas
carbdnico. A amodnia reage em pH alcalino com hipoclorito de sodio e fenol, sob
acao catalisadora do nitroprussiato de sodio, para formar azul de indofenol, como
segue adiante. A concentracdo de azul de indofenol é proporcional a concentracdo

de uréia na amostra e € medida espectrofotometricamente a 600 nm.
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uréia + Hzo& 2NH3; + CO,
2NH3; + 2NaClO 2NH-CIl + 2NaOH
2NH,CI + 2 fenol + 2NaOH

2-p-aminofenol + 2 fenol + O,

2-p-aminofenol + 2NaCl + 2H,0
2 indofenol + 2 H,O

3.7.4 Determinacao da concentracéo de piruvato

A concentracao de piruvato no liquido de perfuséo efluente do figado
foi quantificada por método enzimatico, de acordo com a técnica de Czok e
Lamprecht (1974). Nesse método, o piruvato é convertido enzimaticamente em L-
lactato, com oxidacdo de quantidades estequiométricas de NADH, em uma reacgao
catalisada pela lactato-desidrogenase (LDH), que pode ser observada abaixo. A
oxidacdo de NADH ¢é proporcional a quantidade de piruvato convertido e medida
espectrofotometricamente a 340 nm.

piruvato + NADH + H'—2% | -|actato + NAD"

3.7.5 Determinacao da concentracéo de lactato

A concentracdo de L-lactato no liquido de perfusdo efluente do
figado foi quantificado por método enzimatico, segundo a técnica de Gutman e
Wahlefeld (1974). Neste método, o L-lactato € oxidado a piruvato pelo NAD* em uma
reacao catalisada pela LDH, conforme esquematizado a seguir. A formacéo de
NADH €& proporcional & concentracdo de L-lactato e  medida
espectrofotometricamente a 340 nm.

L-lactato + NAD*—2H piruvato + NADH + H*

3.7.6 Quantificacdo de citocinas séricas
A concentragao de TNFa, IL-18 e IL-6 no soro foi determinada
através do método de ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay), utilizando-se

kits especificos de acordo com as recomendacdes do fabricante (R&D Systems).

3.8 Procedimentos estatisticos
Os experimentos foram realizados de forma casualizada e os dados

obtidos foram testados quanto a distribuicdo normal (testes de Shapiro-Wilk e
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Lilliefors) e quanto a homogeneidade das variancias (testes de Levene e Brown
Forsythe), utilizando-se o programa Statistica 6.0, para que testes estatisticos
apropriados pudessem ser aplicados para a analise dos resultados.

As taxas (delta; A) de produgao de glicose, uréia, piruvato e lactato e
as de consumo de oxigénio foram calculadas pela diferenca entre os valores obtidos
nos ultimos 6 minutos apés a infusdo do precursor neoglicogénico e os respectivos
valores basais, obtidos nos ultimos 4 minutos antes da infusdo do precursor
neoglicogénico. As diferencas entre as taxas foram avaliadas pelo teste t de Student
para amostras independentes, utilizando-se o programa GraphPad Prism 4.0.

Os resultados das concentragbes séricas de TNFa, IL-1B e IL-6
foram analisados por ANOVA One Way seguido pelo teste de comparacdo multipla
de Bonferroni.

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da neoglicogénese hepatica e de parametros metabolicos
relacionados, a partir de varios precursores de glicose, no 5° dia de

desenvolvimento tumoral

A neoglicogénese e 0 consumo de oxigénio dos animais no 5° dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5°) e dos animais controles (sem tumor)
foram avaliados em figados submetidos a perfusdo com os seguintes substratos
neoglicogénicos: alanina 2,5 mM, piruvato 5 mM, lactato 2 mM e glicerol 2 mM. Nos
experimentos de perfusdo com alanina foram também analisadas as producfes
hepaticas de uréia, piruvato e lactato.

A producdo hepatica de glicose antes da infusdo do precursor
neoglicogénico (producdo basal) foi baixa e corresponde a glicose proveniente do
glicogénio residual (figuras 1A, 3A, 4A e 5A). Vale ressaltar que figados de ratos
com 24 horas de privagao alimentar foram usados em todos 0s experimentos para
deplecdo do glicogénio hepético. Os valores basais de producéo de glicose (figuras
1A, 3A, 4A e 5A) e consumo de oxigénio (figuras 1B, 3B, 4B e 5B) nao diferiram
entre os grupos dos animais portadores de tumor e seus respectivos controles.

Apoés a infusdo dos precursores neoglicogénicos houve aumento
rapido na producdo de glicose (figuras 1A, 3A, 4A e 5A) e no consumo de oxigénio
(figuras 1B, 3B, 4B e 5B) nos animais portadores de tumor e controles, os quais
retornaram aos valores basais ap0s a retirada do precursor. Porém, os figados dos
animais no 5° dia de desenvolvimento tumoral que foram perfundidos com alanina,
piruvato ou lactato apresentaram uma resposta menos acentuada na producdo de
glicose (figuras 1A, 3A e 4A) e reducdo ou tendéncia de redugdo no consumo de
oxigénio (figuras 1B, 3B e 4B) quando comparados com 0s respectivos controles.

A infusédo de alanina 2,5 mM promoveu, nos animais portadores de
tumor, menor producdo de glicose (38,81%) e consumo de oxigénio (53,17%) e
maior producéo de piruvato (57,93%) (figura 2B) e lactato (71,62%) (figura 2C) em
relacdo aos controles, como pode ser observado por suas taxas (A) de produgéo ou
consumo, ilustradas na tabela 1. As taxas do grupo com tumor e controle foram
respectivamente: 0,134 + 0,022 pymol min*g* e 0,219 + 0,025 ymol min*g™ para a

producéo de glicose; 0,303 + 0,069 umol min*g™ e 0,647 + 0,042 umol min*g™ para
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o consumo de oxigénio; 0,259 + 0,023 umol ming™ e 0,164 + 0,031 pmol ming™

para a producdo de piruvato; 0,508 + 0,021 pmol min'g®! e 0,296 + 0,032
umol ming™ para a producdo de lactato (tabela 1). Com relagdo & producdo de
uréia, ndo houve diferenca entre o grupo WK 5° (A=0,310 + 0,027 umol ming?) e
controle (A=0,273 + 0,027 pmol min™g™?) (figura 2A, tabela 1).

A reducdo na producdo hepatica de glicose a partir do precursor
piruvato 5 mM foi de 29,02% (tabela 2). As taxas de producgéo de glicose dos grupos
WK 5° e controle foram respectivamente de 0,313 + 0,026 pmol min*g’ e
0,441 + 0,033 pmol min™*g™. Com relacéo ao consumo de oxigénio, houve tendéncia
de reducdo (A WK 5°=0,322 + 0,073 pmol min'g™®; A controle=0,456 + 0,045
umol min™g™) (tabela 2).

A producéo de glicose hepética no grupo WK 5° foi 59,30% menor
apos a infusdo do lactato 2 mM, quando comparada a do grupo controle, como
demonstrado por suas taxas (A WK 5°=0,208 + 0,014 pmol min?g?;
A controle=0,511 + 0,045 pmol min™g™) (tabela 3). O consumo de oxigénio hepatico
a partir do lactato no grupo WK 5° também foi menor (45,23%) (A=0,339 + 0,031
pumol min*g™?) em relacdo ao grupo controle (A=0,619 + 0,096 pmol min’g™),
acompanhando a reduc&o na producao de glicose (tabela 3).

No entanto, ndo foi observada diferenca na producéo de glicose nem
no consumo de oxigénio em relacdo aos seus controles quando o substrato
neoglicogénico utilizado foi o glicerol (figura 5, tabela 4). As taxas do grupo WK 5° e
controle foram respectivamente: 0,359 + 0,058 umol min“g™ e 0,353 + 0,040 ymol
ming™ para a producdo de glicose; 0,022 + 0,014 umol ming™ e 0,123 + 0,043
umol min™g™* para o consumo de oxigénio.

As tabelas 1, 2, 3 e 4 ilustram também os valores das massas
tumorais assim como a perda de massa corpdOrea, dos animais portadores de tumor,
a qual foi superior a 10%, confirmando o estado caquético dos animais utilizados

nestes experimentos de perfusao de figado.
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Figura 1 — Producao de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
5° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5°) e controles durante a infuséo
de L-alanina 2,5 mM. Figados de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram
submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. L-alanina 2,5 mM foi
infundida no intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 6 a
12 experimentos.
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Figura 2 — Produc@es hepéaticas de uréia (A), piruvato (B) e L-lactato (C) em ratos no 5°
dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5°) e controles durante a infuséo de
L-alanina 2,5 mM. Figados de ratos com 24 horas de privacao alimentar foram submetidos
a perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. L-alanina 2,5 mM foi infundida no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 7 a 12
experimentos.



42

Tabela 1 - Taxas (A) de producdo de glicose, uréia, piruvato e L-lactato e de consumo
de oxigénio em figados submetidos a perfusdo com L-alanina 2,5 mM, de ratos
controles e portadores de tumor Walker-256, no 5° dia de desenvolvimento tumoral
(WK 5°). Figados de ratos com 24 horas de privagéo alimentar foram submetidos a perfusao
in situ pelos protocolos experimentais ilustrados nas figuras 1 e 2. As massas tumorais do
flanco, das metastases e total e a perda de massa corpérea dos animais WK 5° também
foram avaliadas.

Variavel Controle WK 5° % do controle
A Producéo de glicose 0,219 £ 0,025 0,134 £ 0,022 * -38,81
(umol min™* g™ (n=7) (n=12)
A Consumo de oxigénio 0,647 £ 0,042 0,303 £ 0,069 ** -53,17
(umol min™* g™ (n=6) (n=10)
A Producéo de uréia 0,273 +£ 0,027 0,310 + 0,027
(umol min™* g™ (n=7) (n=12)
A Producéo de piruvato 0,164 £ 0,031 0,259 £ 0,023 * +57,93
(umol min™* g™ (n=7) (n=12)
A Producéo de L-lactato 0,296 + 0,032 0,508 + 0,021 *** +71,62
(umol min™* g™ (n=7) (n=12)
Massa tumoral flanco (g) 5,909 + 0,752
(n=12)
Massa tumoral metastases (g) 1,021 £ 0,136
(n=12)
Massa tumoral total (g) 6,930+ 0,834
(n=12)
Perda de massa corpérea (%) 12,248 + 0,850
(n=12)

As taxas (A) dos pardmetros metabdlicos foram calculadas pela diferenca entre os valores obtidos
nos ultimos 6 minutos apés a infusdo de L-alanina e os respectivos valores basais (obtidos nos
Gltimos 4 minutos antes da infusdo de L-alanina). Valores representam a média + EPM. Diferencas
entre as taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student néo-
pareado.*p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001 versus controle.
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Figura 3 — Producao de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
5° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5°) e controles durante a infuséo
de piruvato 5 mM. Figados de ratos com 24 horas de privacdo alimentar foram submetidos
a perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. Piruvato 5 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 5 a 13
experimentos.
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Tabela 2 - Taxas (A) de producado de glicose e de consumo de oxigénio em figados
submetidos a perfusdo com piruvato 5 mM, de ratos controles e portadores de tumor
Walker-256, no 5° dia de desenvolvimento tumoral (WK 5°). Figados de ratos com 24
horas de privagéo alimentar foram submetidos a perfuséo in situ pelo protocolo experimental
ilustrado na figura 3. As massas tumorais do flanco, das metastases e total e a perda de
massa corpérea dos animais WK 5° também foram avaliadas.

Variavel Controle WK 5° % do controle
A Producéo de glicose 0,441 + 0,033 0,313 + 0,026 * -29,02

(umol min™* g™ (n=13) (n=7)

A Consumo de oxigénio 0,456 + 0,045 0,322 + 0,073
(umol min™ g™) (n=6) (n=5)

Massa tumoral flanco (g) 6,874 £ 0,433
(n=7)

Massa tumoral metastases (g) 0,886 + 0,095
(n=7)

Massa tumoral total (g) 7,760 + 0,442
(n=7)

Perda de massa corpérea (%) 14,845 + 1,000
(n=7)

As taxas (A) dos pardmetros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos ultimos 6 minutos apds a infusdo de piruvato e os respectivos valores basais (obtidos nos dltimos
4 minutos antes da infus@o de piruvato). Valores representam a média + EPM. Diferencas entre as
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student néo-

pareado.*p<0,05 versus controle.
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Figura 4 — Producao de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
5° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5°) e controles durante a infuséo
de L-lactato 2 mM. Figados de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram submetidos
a perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. L-lactato 2 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 8
experimentos.
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Tabela 3 - Taxas (A) de producado de glicose e de consumo de oxigénio em figados
submetidos a perfusdo com L-lactato 2 mM, de ratos controles e portadores de tumor
Walker-256, no 5° dia de desenvolvimento tumoral (WK 5°). Figados de ratos com 24
horas de privagéo alimentar foram submetidos a perfuséo in situ pelo protocolo experimental
ilustrado na figura 4. As massas tumorais do flanco, das metastases e total e a perda de
massa corpérea dos animais WK 5° também foram avaliadas.

Variavel Controle WK 5° % do controle
A Producéo de glicose 0,511 + 0,045 0,208 + 0,014 **=* -59,30
(umol min™* g™ (n=4) (n=8)
A Consumo de oxigénio 0,619 + 0,096 0,339+ 0,031 * -45,23
(umol min™ g™) (n=4) (n=4)
Massa tumoral flanco (g) 4,078 £ 0,264
(n=8)
Massa tumoral metastases (g) 0,711 + 0,130
(n=8)
Massa tumoral total (g) 4,789 + 0,268
(n=8)
Perda de massa corpérea (%) 10,185 + 0,829
(n=8)

As taxas (A) dos pardmetros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos Ultimos 6 minutos apoés a infusdo de L-lactato e os respectivos valores basais (obtidos nos ultimos
4 minutos antes da infusdo de L-lactato). Valores representam a média + EPM. Diferencas entre as
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student néo-
pareado.*p<0,05 versus controle e ***p<0,001 versus controle.
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Figura 5 — Producao de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
5° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5°) e controles durante a infuséo
de glicerol 2 mM. Figados de ratos com 24 horas de privacdo alimentar foram submetidos a
perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. Glicerol 2 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 6
experimentos.
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Tabela 4 - Taxas (A) de producido de glicose e de consumo de oxigénio em figados
submetidos a perfusdo com glicerol 2 mM, de ratos controles e portadores de tumor
Walker-256, no 5° dia de desenvolvimento tumoral (WK 5°). Figados de ratos com 24
horas de privacao alimentar foram submetidos a perfuséo in situ pelo protocolo experimental
ilustrado na figura 5. As massas tumorais do flanco, das metastases e total e a perda de
massa corpérea dos animais WK 5° também foram avaliadas.

Variavel Controle WK 5° % do controle

A Producdo de glicose 0,353 + 0,040 0,359 + 0,058
(umol min™ g™) (n=6) (n=5)

A Consumo de oxigénio 0,123 + 0,043 0,022 + 0,014
(umol min™ g™) (n=5) (n=4)

Massa tumoral flanco (g) 6,807 + 0,802
(n=5)

Massa tumoral metastases (g) 0,492 + 0,276
(n=5)

Massa tumoral total (g) 7,299 + 0,687
(n=5)

Perda de massa corpérea (%) 16,210 + 2,694
(n=5)

As taxas (A) dos pardmetros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos ultimos 6 minutos apés a infusdo de glicerol e os respectivos valores basais (obtidos nos Ultimos
4 minutos antes da infus@o de glicerol). Valores representam a média + EPM. Diferengas entre as
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado.
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4.2 Avaliacdo da neoglicogénese hepética e de pardametros metabdlicos
relacionados, a partir de varios precursores de glicose, no 8° dia de

desenvolvimento tumoral

A capacidade neoglicogénica hepética e o consumo de oxigénio
foram também avaliados em ratos portadores de tumor Walker-256 no 8° dia apés a
inoculacao das células tumorais (WK 8°) e em ratos controles a partir da alanina 2,5
mM, do piruvato 5 mM, do lactato 2 mM e 5,5 mM e do glicerol 2 mM.

Taxas basais baixas de produc¢éo de glicose e consumo de oxigénio
(antes da infusdo do precursor) foram observadas em ambos os grupos (WK 8° e
controle). A producdo de glicose (figuras 6A, 8A, 9A, 10A e 11A) e o consumo de
oxigénio (figuras 6B, 8B, 9B, 10B e 11B) aumentaram rapidamente com a infusdo
dos substratos neoglicogénicos, retornando aos valores iniciais apdés a interrupcao
da infuséo dos precursores.

A infusdo de alanina 2,5 mM elevou a producédo hepatica de glicose,
uréia, piruvato e lactato e o consumo de oxigénio tanto no grupo WK 8° como no
grupo controle. Porém, a producdo de glicose do animal portador de tumor foi
significativamente menor (54,05%) quando comparada ao controle (A WK 8°=0,102
+ 0,019 pmol min™*g™; A controle=0,222 + 0,008 umol min*g™) (figura 6A, tabela 5).
Quanto ao consumo de oxigénio, houve reducao de 50% no grupo WK 8° (A=0,319 +
0,056 pmol min*g™?) em relacdo ao controle (A=0,638 + 0,038 pumol min’g™)
(figura 6B, tabela 5). As producBes de uréia, piruvato e lactato dos animais
portadores de tumor tiveram tendéncia a reducdo em relacdo aos seus controles,
ndo sendo as diferencas estatisticamente significativas (figuras 7A, 7B e 7C,
tabela 5).

Também foi observada, nos ratos portadores de tumor, reducéo na
producdo hepatica de glicose (25,06%) e no consumo de oxigénio (67,70%) a partir
do piruvato 5 mM. A taxa de producao de glicose do grupo com tumor foi de 0,293 +
0,014 pmol min™*g™* e do grupo controle foi de 0,391 + 0,024 ymol min™g™ (figura 8A,
tabela 6). O consumo de oxigénio do grupo WK 8° também foi menor (A=0,136 +
0,082 pmol ming™®) em relacdo ao controle (A=0,421 + 0,045 umol min™g?)
(figura 8B, tabela 6).
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Similarmente & alanina e ao piruvato, houve também inibicdo da
producdo de glicose e do consumo de oxigénio hepaticos no grupo WK 8° em
relacdo ao controle quando o precursor foi o lactato 2 mM (figura 9). Houve inibicé&o
de 30,73% na producdo de glicose (A WK 8°=0,435 + 0,056 umol min’g™ e
A controle=0,628 + 0,061 pymol min*g™?) e inibicdo de 42,44% no consumo de
oxigénio (A WK 8°=0,453 + 0,059 pmol min'g? e A controle=0,787 + 0,097
umol min™g™?) (tabela 7).

No entanto, ndo houve diferencas na producdo de glicose
(A WK 8°=0,610 + 0,078 pmol min g™ e A controle=0,616 + 0,078 pmol ming?) e
no consumo de oxigénio (A WK 8°=0,716 + 0,115 umol ming™ e A controle=0,758 +
0,114 pmol min™*g™?) entre os ratos portadores de tumor e os controles durante a
infusdo de lactato 5,5 mM (figura 10, tabela 8). Vale lembrar que a concentracao de
lactato 5,5 mM é préxima a do lactato plasmatico encontrada em animais portadores
de tumor Walker-256 no 8° dia de desenvolvimento tumoral.

A neoglicogénese e o consumo de oxigénio hepaticos a partir do
glicerol 2 mM foram semelhantes nos ratos WK 8° e controles, como pode ser
observado pelas taxas de producéo de glicose (A WK 8°=0,379 + 0,047 ymol min*g™
e A controle=0,352 + 0,049 pmol min'g?) e de consumo de oxigénio
(A WK 8°=0,043 + 0,057 pmol ming™® e A controle=0,094 + 0,060 pmol min“g™)
(figura 11, tabela 9).

Todos os animais do grupo WK 8° utilizados nos experimentos de
perfusdo de figado apresentaram perda de massa corpOrea superior a 10%, ou seja,

estavam caquéticos (tabelas 5, 6, 7, 8 € 9).
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Figura 6 — Producao de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
8° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8°) e controles durante a infuséo
de L-alanina 2,5 mM. Figados de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram
submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. L-alanina 2,5 mM foi
infundida no intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 5 a
8 experimentos.
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Figura 7 — Produc@es hepéaticas de uréia (A), piruvato (B) e L-lactato (C) em ratos no 8°
dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8°) e controles durante a infusédo de
L-alanina 2,5 mM. Figados de ratos com 24 horas de privacdo alimentar foram submetidos
a perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. L-alanina 2,5 mM foi infundida no

intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média

experimentos.

EPM de 4 a 8
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Tabela 5 - Taxas (A) de producgao de glicose, uréia, piruvato e L-lactato e de consumo
de oxigénio em figados submetidos a perfusdo com L-alanina 2,5 mM, de ratos
controles e portadores de tumor Walker-256, no 8° dia de desenvolvimento tumoral
(WK 8°). Figados de ratos com 24 horas de privagéo alimentar foram submetidos a perfuséo
in situ pelos protocolos experimentais ilustrados nas figuras 6 e 7. As massas tumorais do
flanco, das metastases e total e a perda de massa corpérea dos animais WK 8° também
foram avaliadas.

Variavel Controle WK 8° % do controle
A Producéo de glicose 0,222 + 0,008 0,102 + 0,019 *** -54,05
(umol min™* g™ (n=5) (n=8)
A Consumo de oxigénio 0,638 + 0,038 0,319 + 0,056 ** -50,00
(umol min™* g™ (n=5) (n=8)
A Producédo de uréia 0,392 + 0,059 0,289 + 0,019
(umol min™* g™ (n=5) (n=8)
A Producdo de piruvato 0,289 + 0,069 0,249 + 0,018
(umol min™* g™ (n=4) (n=8)
A Producéo de L-lactato 0,322 + 0,058 0,258 + 0,023
(umol min™ g™) (n=4) (n=7)

Massa tumoral flanco (g) 14,470 + 1,398
(n=8)
3,540 + 0,432
(n=8)
18,010+ 1,513
(n=8)
19,407 +£ 1,146
(n=8)

Massa tumoral metastases (g)
Massa tumoral total (g)

Perda de massa corpérea (%)

As taxas (A) dos parametros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos ultimos 6 minutos apés a infusdo de L-alanina e os respectivos valores basais (obtidos nos
Gltimos 4 minutos antes da infusdo de L-alanina). Valores representam a média + EPM. Diferencas
entre as taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student néo-
pareado. **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle.
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Figura 8 — Producao de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
8° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8°) e controles durante a infuséo
de piruvato 5 mM. Figados de ratos com 24 horas de privacdo alimentar foram submetidos
a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Piruvato 5 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 7
experimentos.
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Tabela 6 - Taxas (A) de producado de glicose e de consumo de oxigénio em figados
submetidos a perfusdo com piruvato 5 mM, de ratos controles e portadores de tumor
Walker-256, no 8° dia de desenvolvimento tumoral (WK 8°). Figados de ratos com 24
horas de privagéo alimentar foram submetidos a perfuséo in situ pelo protocolo experimental
ilustrado na figura 8. As massas tumorais do flanco, das metastases e total e a perda de
massa corpérea dos animais WK 8° também foram avaliadas.

Variavel Controle WK 8° % do controle
A Producéo de glicose 0,391 + 0,024 0,293 +£0,014 * -25,06
(umol min™* g™ (n=7) (n=5)
A Consumo de oxigénio 0,421 + 0,045 0,136 + 0,082 * -67,70
(umol min™* g™ (n=4) (n=5)
Massa tumoral flanco (g) 9,446 + 1,870
(n=5)
Massa tumoral metastases (g) 2,857 + 1,002
(n=5)
Massa tumoral total (g) 12,304 + 2,803
(n=5)
Perda de massa corpérea (%) 16,799 + 2,701
(n=5)

As taxas (A) dos parametros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos ultimos 6 minutos apds a infusdo de piruvato e os respectivos valores basais (obtidos nos ultimos
4 minutos antes da infus@o de piruvato). Valores representam a média + EPM. Diferencas entre as
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student n&o-

pareado.*p<0,05 versus controle.
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Figura 9 — Producao de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
8° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8°) e controles durante a infuséo
de L-lactato 2 mM. Figados de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram submetidos
a perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. L-lactato 2 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 5 a 8
experimentos.
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Tabela 7 - Taxas (A) de producado de glicose e de consumo de oxigénio em figados
submetidos a perfusdo com L-lactato 2 mM, de ratos controles e portadores de tumor
Walker-256, no 8° dia de desenvolvimento tumoral (WK 8°). Figados de ratos com 24
horas de privagéo alimentar foram submetidos a perfuséo in situ pelo protocolo experimental
ilustrado na figura 9. As massas tumorais do flanco, das metastases e total e a perda de
massa corpérea dos animais WK 8° também foram avaliadas.

Variavel Controle WK 8° % do controle
A Producéo de glicose 0,628 + 0,061 0,435 + 0,056 * -30,73
(umol min™* g™ (n=6) (n=5)
A Consumo de oxigénio 0,787 + 0,097 0,453 + 0,059 * -42,44
(umol min™* g™ (n=8) (n=7)
Massa tumoral flanco (g) 12,795 + 1,306
(n=5)
Massa tumoral metastases (g) 5,331 + 3,290
(n=5)
Massa tumoral total (g) 18,126 + 4,346
(n=5)
Perda de massa corpérea (%) 18,594 + 0,469
(n=2)

As taxas (A) dos parametros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos Ultimos 6 minutos apés a infusdo de L-lactato e os respectivos valores basais (obtidos nos ultimos
4 minutos antes da infusdo de L-lactato). Valores representam a média + EPM. Diferencas entre as
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student n&o-

pareado.*p<0,05 versus controle.
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Figura 10 — Producéo de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
8° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8°) e controles durante a infuséo
de L-lactato 55 mM. Figados de ratos com 24 horas de privacdo alimentar foram
submetidos a perfuséo in situ como descrito em Material e Métodos. L-lactato 5,5 mM foi
infundido no intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 5 a
8 experimentos.
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Tabela 8 - Taxas (A) de producado de glicose e de consumo de oxigénio em figados

BN

submetidos a perfusdo com L-lactato 5,5 mM, de ratos controles e portadores de
tumor Walker-256, no 8° dia de desenvolvimento tumoral (WK 8°). Figados de ratos com
24 horas de privagdo alimentar foram submetidos & perfusdo in situ pelo protocolo
experimental ilustrado na figura 10. As massas tumorais do flanco, das metastases e total e

a perda de massa corporea dos animais WK 8° também foram avaliadas.

Variavel Controle WK 8° % do controle
A Producdo de glicose 0,616 + 0,078 0,610 + 0,078
(umol min™* g™ (n=7) (n=8)
A Consumo de oxigénio 0,758 + 0,114 0,716 + 0,115
(umol min™* g™ (n=5) (n=6)

Massa tumoral flanco (g)
Massa tumoral metastases (g)
Massa tumoral total (g)

Perda de massa corpérea (%)

11,553 + 0,409
(n=8)
2,234+ 0,451
(n=8)
13,787 + 0,686
(n=8)
19,862 + 2,572
(n=3)

As taxas (A) dos parametros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos Ultimos 6 minutos apés a infusdo de L-lactato e os respectivos valores basais (obtidos nos ultimos
4 minutos antes da infusdo de L-lactato). Valores representam a média + EPM. Diferencas entre as
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado.
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Figura 11 — Producéo de glicose (A) e consumo de oxigénio (B) em figados de ratos no
8° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8°) e controles durante a infus&o
de glicerol 2 mM. Figados de ratos com 24 horas de privacao alimentar foram submetidos a
perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. Glicerol 2 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 5
experimentos.
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Tabela 9 - Taxas (A) de producido de glicose e de consumo de oxigénio em figados
submetidos a perfusdo com glicerol 2 mM, de ratos controles e portadores de tumor
Walker-256, no 8° dia de desenvolvimento tumoral (WK 8°). Figados de ratos com 24
horas de privacao alimentar foram submetidos a perfuséo in situ pelo protocolo experimental
ilustrado na figura 11. As massas tumorais do flanco, das metastases e total e a perda de
massa corpérea dos animais WK 8° também foram avaliadas.

Variavel Controle WK 8° % do controle
A Producéo de glicose 0,352 + 0,049 0,379 £ 0,047
(umol min™* g™ (n=5) (n=5)
A Consumo de oxigénio 0,094 + 0,060 0,043 + 0,057
(umol min™* g™ (n=4) (n=4)

Massa tumoral flanco (g)
Massa tumoral metastases (g)
Massa tumoral total (g)

Perda de massa corpérea (%)

10,872 +1,325
(n=5)
1,193 + 0,200
(n=5)
12,066 + 1,450
(n=5)
17,769 + 1,567
(n=5)

As taxas (A) dos pardmetros metabdlicos foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos
nos ultimos 6 minutos apoés a infusdo de glicerol e os respectivos valores basais (obtidos nos UGltimos
4 minutos antes da infus@o de glicerol). Valores representam a média + EPM. Diferengas entre as
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado.
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4.3 Avaliacdo das citocinas séricas

O TNFa, a IL-1B e a IL-6 foram indetectaveis no soro dos ratos
portadores de tumor Walker-256 em todos os grupos analisados (WK 2°, WK 5°,
WK 8°, WK 11° e WK 149).
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5 DISCUSSAO

Apesar dos inumeros estudos relacionados a caquexia no cancer o
conhecimento das interacdes entre o tumor e o hospedeiro é ainda muito
fragmentado (CRAVO et al., 2000). Algumas informacdes disponiveis até o presente
momento ndo sdo claras ou sdo controversas, evidenciando o alto grau de
complexidade destas interacdes.

Ha, por exemplo, informacbes de que a neoglicogénese estaria
aumentada nos pacientes com cancer/caguexia 0 que proporcionaria maior liberagao
de glicose pelo figado e conseqiente aumento no aporte de glicose pelas células
tumorais (BONGAERTS et al., 2006).

A neoglicogénese, dada pela taxa de converséo do glicerol marcado
radioativamente (LUNDHOLM et al., 1982), de alanina (WATERHOUSE et al., 1979)
ou de lactato (SHAPOT & BLINOV apud TISDALE, 1997) em glicose, foi aumentada
em pacientes com cancer. Adicionalmente, a neoglicogénese a partir do lactato foi
aumentada em estudos de perfusdo de figado de ratos portadores de tumor
(SHEARER et al., 1983) e ha estudos demonstrando maior atividade da PEPCK em
ratos com tumor (NOGUCHI et al., 1989). Além disso, hepatdcitos isolados de ratos
portadores de tumor apresentaram maior neoglicogénese quando incubados com
lactato, alanina (BLUMBERG et al., 1993; ROH et al., 1984) ou glutamina (FISCHER
et al., 1997).

Por outro lado, h4 estudos de perfusdo de figado evidenciando
reducdo da neoglicogénese hepética a partir da alanina em ratos portadores de
tumor Walker-256, no 14° dia de desenvolvimento tumoral (CORBELLO-PEREIRA,
2004). Similarmente, estudos de perfusdo de figado do nosso laboratério
(CASSOLLA, 2008) mostraram diminuicdo da neoglicogénese, no 12° dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256, a partir de varios precursores de glicose
(alanina, piruvato, lactato), mas ndo a partir do glicerol, e sugerem inibicdo na
atividade de enzimas neoglicogénicas como a alanina aminotransferase, piruvato
carboxilase e/ou a PEPCK (tabela 10). Liu e colaboradores (1990) também
observaram diminuicdo da conversdo da alanina em glicose em figados de ratos

portadores de adenocarcinoma mamario.
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Tabela 10 — Neoglicogénese hepatica e parametros relacionados ao longo do
desenvolvimento do tumor/caquexia. Comparacao da producéo de glicose, uréia,
piruvato e L-lactato e consumo de oxigénio a partir de varios precursores
neoglicogénicos (L-alanina, pirvuvato, L-lactato, glicerol) no 5° 8° e 12° dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK) em relacdo aos respectivos controles.

Precursor Variavel WK 5° WK 8° WK 12°

neoglicogénico

Producgéo de glicose < (38,81%) < (54,05%) < (55,81%)
Consumo de oxigénio < (53,17%) < (50,00%) < (69,44%)

L-alanina 2,5 mM Producao de uréia P < < (65,33%)
Producéo de piruvato > (57,93%) < < (43,66%)
Producéo de L-lactato > (71,62%) < <
Piruvato 5 mM Producéo de glicose < (29,02%) < (25,06%) < (41,67%)
Consumo de oxigénio < < (67,70%) < (118,72%)
L-lactato 2 mM Producéo de glicose < (59,30%) < (30,73%) < (28,94%)

Consumo de oxigénio < (45,23%) < (42,44%) < (49,31%)

L-lactato 5,5 mM Producéo de glicose =

Consumo de oxigénio =

L-lactato 8 mM Producéo de glicose =

Consumo de oxigénio =

Glicerol 2 mM Producao de glicose = = =

Consumo de oxigénio = = =

Os simbolos < (menor), > (maior), = (igual), < (tendéncia a ser menor) ou > (tendéncia a ser
maior) sdo em comparagao aos respectivos controles.
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Diante destes resultados aparentemente contraditérios e
considerando que os mesmos possam ser decorrentes das andlises nos diferentes
estudos terem sido feitas em diferentes estagios do desenvolvimento tumoral a
proposta deste trabalho foi avaliar, em perfuséo de figado, a neoglicogenése a partir
dos precursores alanina, piruvato, lactato e glicerol, em ratos portadores de caquexia
induzida por tumor Walker-256, na fase inicial (5° dia) e intermediaria (8° dia) do
desenvolvimento tumoral.

Vale ressaltar que em todos os experimentos de perfusao de figado
os ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram perda de massa corpOrea
maior do que 10% (tabelas 1 a 9), confirmando a presenca de caguexia nesses
animais. A perda de massa corporea média no 5° e 8° dia de desenvolvimento
tumoral foi de aproximadamente 13% e 18% respectivamente.

Inicialmente foi avaliada a neoglicogénese hepéatica a partir da
alanina. Como ilustra a figura 12, a alanina captada pelo hepatécito é convertida a
piruvato pela enzima desaminadora alanina aminotransferase, que transfere o NHj3
da porcdo amino da alanina ao a-cetoglutarato formando o glutamato. O glutamato,
dentro da mitocondria, libera o ion aménio utilizado na sintese da uréia. O piruvato
formado é convertido em glicose, por uma série de reacfes catalisadas por enzimas,
algumas das quais sdo reguladoras-chave da via como a piruvato carboxilase,
PEPCK, frutose 1,6-bifosfatase e glicose 6-fosfatase, ou pode ser convertido a
lactato pela lactato desidrogenase (COOMES, 1997; SALWAY, 1994).

Assim, a infusdo de alanina no figado resulta em producdo de
glicose, piruvato, lactato e uréia (figuras 1, 2, 6 e 7). Parte da glicose formada é
utilizada como fonte de energia para o figado, visto que a propria via neoglicogénica
necessita de ATP, através de metabolismo aerdbico, com aumento do consumo de
oxigénio o aceptor final de elétrons. Desse modo, a infusdo hepatica de qualquer
precursor neoglicogénico aumenta, aléem da producdo de glicose, o consumo de
oxigénio (figuras 1, 3, 4, 5,6, 8,9, 10 e 11).

Como esperado, em todos os experimentos de perfusdo de figado
tanto no 5° como no 8° dia de desenvolvimento tumoral, o consumo de oxigénio
acompanhou a producéo hepatica de glicose, exceto para a perfusdo com piruvato
no 5° dia de tumor onde a reducéo da neoglicogénese foi acompanhada apenas por

tendéncia de redugéo do consumo de oxigénio (tabela 10).
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Figura 12 — Neoglicogénese hepatica pelos precursores alanina, piruvato,
lactato e glicerol, e as principais enzimas que regulam a via. OAA, oxalacetato;
Mal, malato; PEP, fosfoenolpiruvato; 2-PGA, 2-fosfoglicerato; 3-PGA, 3-
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Fru-6-P, frutose 6-fosfato; Gli-6-P, glicose 6-fosfato; PEPCK, fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (CASSOLLA, 2008).
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Os resultados do presente trabalho evidenciaram, como nos estudos
de Cassola (2008) realizados no 12° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256,
inibicdo da neoglicogénese hepatica no 5° e 8° dia de desenvolvimento tumoral a
partir da alanina 2,5 mM (figuras 1A e 6A). Com a infusdo de alanina, ocorreu
inibicdo de 38,81% e 54,05% na producdo hepatica de glicose respectivamente no
50 e 8° dia apds a inoculacao das células tumorais (tabela 10). A inibicdo observada
por Cassolla (2008) no 12° dia de desenvolvimento tumoral foi de 55,81% (tabela
10).

No 5° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256, figados
submetidos a perfusdo com alanina apresentaram aumento na producdo de piruvato
(57,93%) e lactato (71,62%) e tendéncia a aumento na producdo de uréia (tabela
10). No entanto, no 8° dia de desenvolvimento tumoral, foi encontrada tendéncia a
diminuicdo tanto na producao de piruvato, como de lactato e uréia a partir da alanina
(tabela 10). No 12° dia de desenvolvimento tumoral, Cassolla (2008) observou
diminuicdo na producdo de piruvato (43,66%) e uréia (65,33%) e tendéncia a
diminuicao na producéo de lactato (tabela 10).

Analisando-se em conjunto os resultados da producdo hepatica de
glicose, piruvato, lactato e uréia a partir da alanina no 5° e 8° dia e também no 12°
dia de tumor (tabela 10) pode-se inferir que a alanina aminotransferase nédo esta
inibida no 5° dia de tumor, uma vez que houve aumento na producao de piruvato e
lactato e tendéncia a aumento na producdo de uréia. Pode-se também levantar a
hipétese de que a alanina aminotransferase comeca a ser inibida proximo ao 8° dia
de tumor, encontrando-se inibida no 12° dia de desenvolvimento tumoral.

Esses resultados corroboram aqueles encontrados por Corbello-
Pereira e colaboradores (2004), ou seja, menor producéo de glicose, uréia e lactato
a partir da alanina, sugerindo inibicdo da alanina aminotransferase, no 14° dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256.

Baixas concentragbes de alanina sdo encontradas no sangue de
ratos com cancer (INCULET et al., 1987), enquanto altas concentractes de alanina
foram detectadas em figados de animais portadores de tumor (RIVERA et al., 1988),
sugerindo captacéo elevada de alanina pelo figado nesta condicéo. Este aumento da
captacdo de alanina pode ser devido a acdo do TNFa que em combinacdo com o
glucagon estimulam o transporte de aminoacidos no figado, como demonstrado por

estudos em hepatdcitos isolados (INOUE et al., 1995). Uma vez que a captacdo de
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alanina ndo esta diminuida em ratos portadores de tumor, a explicacdo para a
inibicdo da neoglicogénese hepatica a partir da alanina no 5°, 8° e 12° dia de tumor
pode estar, de fato, na reducdo da atividade das enzimas regulatorias da via
neoglicogénica, ou ainda na diminuicdo da concentracdo hepéatica dessas enzimas.

Adicionalmente, quando o precursor neoglicogénico infundido no
figado foi o piruvato 5 mM, também ocorreu inibicdo da producdo de glicose no 5° e
8° dia apos a inoculacdo das células tumorais (figuras 3A e 8A). No 5° dia houve
inibicdo de 29,02% e no 8° dia houve inibicdo de 25,06%. Dados anteriores obtidos
no laboratorio (CASSOLLA, 2008) mostraram inibicdo mais intensa (41,67%) no 12°
dia de tumor (tabela 10). Estes resultados sugerem que outras enzimas que
poderiam estar inibidas no figado destes animais sdo a piruvato carboxilase,
PEPCK, frutose 1,6-bifosfatase e/ou a glicose 6-Pase, como pode ser deduzido da
andlise da figura 12.

O menor grau de reducao da neoglicogénese a partir do piruvato em
relacdo ao encontrado pela alanina (tabela 10), no 5° e 8° dia de desenvolvimento
tumoral, reforca os achados anteriores de inibicdo da alanina aminotransferase nos
animais portadores de tumor, como pode ser também deduzido da analise da figura
12. O mesmo acontece no 12° dia de tumor como observado por Cassolla (2008)
(tabela 10).

Similarmente a infusdo de piruvato, quando o precursor
neoglicogénico foi o lactato 2 mM houve reducdo na producdo de glicose no 5°
(59,30%) e 8° (30,73% ) dia de desenvolvimento tumoral (figuras 4A e 9A). Cassolla
(2008) encontrou reducao de 28,94% na producao de glicose no 12° dia de tumor
(tabela 10).

Como as porcentagens de inibicdo da producdo hepatica de glicose
a partir do lactato 2 mM foi maior do que a partir do piruvato 5 mM no 5° dia de
tumor, pode-se sugerir (figura 12) diminuicdo na captacdo hepatica de lactato e/ou
inibicdo da lactato desidrogenase hepatica neste estagio de desenvolvimento
tumoral. Estas alteracdes foram amenizadas no 8° e 12° dia de tumor.

O lactato € um importante substrato neoglicogénico e suas
concentracdes plasmaticas foram crescentes ao longo do desenvolvimento do tumor
Walker-256, estando correlacionadas com o tamanho da massa tumoral e grau de
caquexia. Dados do laboratério (CASSOLLA, 2008) demonstraram que enquanto a

concentracdo de lactato plasmatico de animais saudaveis € de aproximadamente
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2 mM a dos animais portadores de tumor foram préximas a 5,5 mM (8° dia), 8 mM
(12° dia) e 9,5 mM (14° dia) correspondendo respectivamente a aumentos de 128%,
218% e 282%.

Como a capacidade do figado para responder a um substrato
neoglicogénico in vivo depende, entre outros fatores, da concentracao plasmatica do
precursor (CORBELLO-PEREIRA et al., 2004), perfusdes de figado no grupo WK 8°
e controle foram realizadas a partir do lactato 5,5 mM, com a finalidade de se
mimetizar as condicdes fisioldégicas dos animais portadores de tumor.

Os figados dos animais do grupo controle responderam sempre de
forma semelhante quando submetidos a perfusdo com lactato 2 mM, 5,5 mM (figuras
9 e 10) ou 8 mM (CASSOLLA, 2008), confirmando que a concentracdo de 2 mM ja é
saturante para a producdo hepatica de glicose nos animais saudaveis. Entretanto,
enquanto no 8° dia de tumor houve reducao da producéo hepética de glicose a partir
do lactato 2 mM, a producdo de glicose foi semelhante a do controle quando os
figados foram perfundidos com lactato 5,5 mM, como se a via fosse restaurada pela
maior concentracdo de substrato.

Estudos anteriores (CASSOLLA, 2008) também mostraram que
figados de ratos portadores de tumor Walker-256 no 12° dia apresentaram redugéo
da neoglicogénese a partir do lactato 2 mM, mas n&o do lactato 8 mM (tabela 10).
De forma similar, em outros estudos (VEIGA et al., 2008) a neoglicogénese a partir
do lactato mais piruvato (2/0,2 mM) foi menor nos animais portadores de tumor, no
14° dia, e a elevacao das concentracdes de lactato/piruvato para 6/0,3 mM produziu
reducado na diferenca entre o grupo portador de tumor e controle.

Em conjunto, estes resultados indicam alteracdo da concentracao
saturante de lactato para producado de glicose em figados de animais portadores de
tumor Walker-256. E possivel que isto seja decorrente do aumento da captacéo
hepatica de lactato ao longo do processo de desenvolvimento tumoral, ou seja,
fatores produzidos no estado portador de tumor, como as citocinas, poderiam estar
promovendo um aumento crescente da captacdo de lactato pelo figado e isto
poderia atenuar a reducdo da neoglicogénese decorrente da inibicdo das enzimas
regulatorias.

Finalmente, quando o precursor neoglicogénico utilizado foi o
glicerol, ndo houve diferencas na producao de glicose e no consumo de oxigénio nos

animais no 5° e 8° dia de desenvolvimento do tumor, em relacdo aos seus
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respectivos controles (figuras 5A e 11A, tabela 10). Estes resultados, juntamente
com os citados anteriormente, sugerem que enzimas regulatdrias da neoglicogénese
hepatica como a alanina aminotransferase, a piruvato carboxilase e/ou a PEPCK
possam estar inibidas no estado portador de tumor, mas ndo as enzimas que
catalisam reacfes posteriores a entrada do glicerol (frutose 1,6-bifosfatase e glicose
6-fosfatase) (figura 14). A atividade da piruvato carboxilase foi consideravelmente
reduzida em hepatomas humanos e em hepatomas de ratos em um estudo
conduzido por Hammond e colaboradores (1978).

Apesar de o glicerol ndo contribuir muito para a producéo de glicose,
contribuicdo de somente 3% para a producao da glicose total (LUNDHOLM, 1982),
diante da inibicdo da neoglicogénese a partir de outros precursores, este substrato
pode ter um papel relevante no impedimento de hipoglicemia acentuada e contribuir
para manutenc¢éo da vida do portador de tumor.

A procura dos agentes que causam mudancas na neoglicogénese
hepatica tem sido concentrada nas citocinas pro-inflamatorias, como o TNFa e as
interleucinas, em pacientes e animais com cancer (KELMER-BRACHT et al., 2006).
Altas concentracdes de TNFa, IL-1 e IL-6 tém sido encontradas em alguns pacientes
com cancer e os niveis circulantes destas citocinas parecem correlacionar com a
progressao do tumor (FEARON et al., 1991; MANTOVANI et al., 2000; MATTHYS &
BILLIAU, 1997; MOLDAWER et al., 1992; NOGUCHI et al., 1996; YANAGAWA et al.,
1995).

Entretanto, no presente estudo, a concentracdo sérica de TNFa,
IL-1B e IL-6 foram indetectaveis ao longo do processo de desenvolvimento do tumor
Walker-256. Como o TNFa e as interleucinas IL-18 e IL-6 sdo considerados
importantes mediadores da caquexia, € possivel que estas citocinas possam ser
produzidas localmente nos tecidos, atuando como mediadores autécrinos/paracrinos
(TISDALE, 1997) e, desse modo, promovendo muitas das alteracdes metabdlicas
observadas na caquexia associada ao cancer, como inibicdo da neoglicogénese
hepética.

Um trabalho realizado por Caton e colaboradores (2009) mostrou
que a administracéo de lipolissacarideo em ratos, condi¢cdo que leva ao aumento de
TNFa, reduziu o RNAm e a atividade da PEPCK mitocondrial hepatica e aumentou

os niveis de RNAmM da PEPCK citosolica hepatica, no entanto a atividade da mesma
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permaneceu inalterada. Nesse mesmo trabalho (CATON et al., 2009), foi
demonstrado em cultura de hepatécitos aumento da producédo de glicose a partir do
lactato, porém quando os hepatocitos foram incubados simultaneamente com lactato
e TNFa, houve redugdo na produgao de glicose, diminuicdo da concentragao de
RNAmM da PEPCK mitocondrial e de sua atividade, e ndo alteracdo da concentragao
de RNAm da PEPCK citosoélica e de sua atividade. Além disso, foi observado que a
administracdo de TNFa diminui a atividade da PEPCK, a qual foi associada a
reducdo da sua taxa de transcricdo (METZGER et al., 1997).

Outros estudos demonstraram que o TNFa, em baixas doses (18
ug/Kg), diminuiu a expressdo da PEPCK em camundongos (HILL & MCCALLUM
apud KELMER-BRACHT et al., 2006), um efeito que pode estar relacionado com a
reducdo da neoglicogénese hepéatica. Em concordancia, Kelmer-Bracht e
colaboradores (2006) demonstraram que a administracdo de baixas doses de TNFa
e IL-1B, isoladamente (10 pg/Kg) ou simultaneamente (5 ug/Kg de cada citocina),
inibiu a neoglicogénese hepatica a partir da alanina em ratos, reproduzindo as
alteracdes observadas nos ratos portadores de tumor de Walker-256. Porém,
Blumberg e colaboradores (1995b) observaram que a injecdo de altas doses de
TNFa (250 pg/Kg) aumentou a neoglicogénese da alanina em hepatdcitos isolados.
Estes dados aparentemente contraditorios permitem inferir que o tipo de efeito das
citocinas na neoglicogénese, estimulatério ou inibitério, pode ser dependente da sua
concentracao circulante.

Em relacdo aos efeitos da IL-18 na neoglicogénese hepatica, foi
verificado que camundongos portadores de tumor secretor de IL-1B tiveram as
atividades das enzimas-chave da neoglicogénese, PEPCK e glicose 6-Pase,
diminuidas, assim como seus niveis de RNAm (METZGER et al., 2004). A
administracdo de baixas doses de IL-18 inibiu a neoglicogénese hepatica a partir do
precursor alanina em estudos de perfusdo de figado (KELMER-BRACHT et al.,
2006) e a adicdo de IL-1B e IL-10 em cultura de hepatécitos reduziu a atividade da
PEPCK e inibiu a producgéao de glicose (YERKOVICH et al., 2004).

Em contraste com estas evidéncias, Blumberg e colaboradores
(1995a) observaram que a IL-6 aumentou a neoglicogénese em hepatécitos de ratos

incubados por 24 horas.



73

Embora os nossos resultados demonstram que a capacidade
neoglicogénica hepética, a partir de varios precursores de glicose (alanina, piruvato
ou lactato 2 mM), encontra-se reduzida em ratos portadores de tumor Walker-256,
deve-se levar em consideracdo que os estudos foram realizados em perfusdo de
figado in situ, uma técnica onde o figado é isolado da circulacdo. E preciso
considerar que in vivo o figado pode sofrer influéncia de fatores circulatérios,
alterados no estado portador do tumor, que poderiam afetar a neoglicogénese.

Sabe-se que a neoglicogénese depende: a) da disponibilidade de
precursores neoglicogénicos para o figado (VEIGA et al., 2008); b) da taxa de
captacdo de substratos neoglicogénicos (RIVERA et al., 1988); c) da atividade e/ou
concentracédo das enzimas-chave da neoglicogénese (NOGUCHI et al., 1989); e d)
do fornecimento de NADH e ATP.

Na caquexia do cancer ocorre deplecdo de massa muscular e tecido
adiposo e os aminoacidos neoglicogénicos e glicerol liberados, respectivamente
destes tecidos no sangue, sao utilizados como precursores da sintese de glicose no
figado (BARACOS, 2000; MacDONALD, 2000). De modo semelhante, o lactato
proveniente do metabolismo anaerébico da célula tumoral, onde € produzido em
grande quantidade, é liberado no sangue e convertido em glicose no figado
(BONGAERTS et al., 2006). Assim, por aumento da disponibilidade de precursores
de glicose, a neoglicogénese hepética poderia estar aumentada em portadores de
cancer/caquexia.

A maior concentracdo de acido graxo livre (MLINAR et al., 2007;
CASSOLLA, 2008) e o aumento da razéo glucagon/insulina (LEIJ-HALFWERK et al.,
2000) em portadores de cancer, também sao fatores que poderiam contribuir para o
aumento da neoglicogénese neste estado patologico.

Um aumento nos acidos graxos plasmaticos nos portadores de
tumor (MLINAR et al.,, 2007; CASSOLLA, 2008), resultante da acdo do LMF e de
citocinas estimuladoras da lipdlise (TISDALE, 1997, 2003 & 2004), e
consequentemente da sua oxidacdo hepatica, poderia estimular a neoglicogénese
(MLINAR et al., 2007) pela maior geracao de: a) acetil-CoA, a qual ativa a piruvato
carboxilase e PEPCK; b) NADH, que favorece a gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase; c) ATP, que é usado como fonte de energia na neoglicogénese; e d)
citrato, que favorece a transformacéo de frutose 1,6-bifosfato em frutose 6-fosfato
(LAM et al., 2003; VEIGA et al., 2008). De fato, a inibicdo da neoglicogénese a partir
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do lactato+piruvato em ratos portadores de tumor Walker-256 foi praticamente
normalizada quando os figados dos animais foram submetidos a perfusdo com
lactato+piruvato+acido graxo (VEIGA et al., 2008).

E sabido que o aumento da raz&o glucagon/insulina pode estimular
as enzimas regulatdrias da neoglicogénese (YOUNES & NOGUCHI, 2000). O
glucagon, por exemplo, aumenta a sintese de PEPCK e a insulina diminui (YOUNES
& NOGUCHI, 2000). Animais portadores de tumor mostraram concentracdes
plasmaticas de glucagon aumentadas e de insulina diminuidas (INCULET et al.,
1987). Em concordancia, ilhotas de Langerhans isoladas de ratos caquéticos
portadores de tumor Walker-256 secretaram menos insulina em resposta a glicose
(FERNANDES, 1990). Adicionalmente, a razdo glucagon/insulina foi observada alta
em pacientes com cancer de pulmao com perda de peso quando comparada com a
de pacientes com cancer de pulmao sem perda de peso (LEIJ-HALFWERK et al.,
2000). A hiperglucagonemia e a hipoinsulinemia podem ser a alteragdo hormonal
mais importante relacionada as mudancas do metabolismo de carboidratos em
portadores de tumor (BARTLETT et al., 1995).

Portanto, in vivo, o efeito estimulatorio do aumento dos &cidos
graxos circulantes e da maior razdo glucagon/insulina sobre a neoglicogénese
hepética poderia sobrepor ao efeito inibitério, por exemplo, das citocinas nesta via
metabdlica e isto poderia explicar, pelo menos em parte, 0 aumento da

neoglicogénese relatada em individuos com cancer.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

O tumor Walker-256 induziu eficazmente o estado de caguexia nos ratos no 5° e

8° dia de desenvolvimento tumoral.

Houve inibicdo da producédo hepatica de glicose (neoglicogénese) a partir dos
precursores alanina 2,5 mM, piruvato 5 mM ou lactato 2 mM, mas néo a partir do
glicerol 2 mM, no 5° e 8° dia de desenvolvimento tumoral. Estes resultados,
juntamente com os de producdo hepatica de lactato, piruvato e uréia a partir da
alanina, permitem sugerir que houve inibicdo de enzimas regulatorias da
neoglicogénese, como a piruvato carboxilase e/ou PEPCK (no 5° e 8° dia de
tumor) e tendéncia de inibicdo da alanina aminotransferase (no 8° dia de tumor),
mas nao houve inibicdo das enzimas que catalisam reacBes posteriores a
entrada do glicerol (frutose 1,6-bifosfatase e G-6-Pase), nos ratos portadores de

tumor.

Diferentemente da reducdo da neoglicogénese a partir do lactato 2 mM, ndo
houve inibicdo da neoglicogénese hepdtica a partir do lactato 5,5 mM no 8° dia
de desenvolvimento tumoral, indicando alteracdo da concentracdo saturante de
lactato para a producédo de glicose em figados de animais portadores de tumor.
Portanto, é possivel que a concentracdo mais elevada de lactato nos animais
com tumor contribua para o impedimento de hipoglicemia acentuada e, portanto

para a manutencao da vida do hospedeiro portador de tumor.

O TNFaq, a IL-1B e a IL-6 n&o foram detectaveis no soro dos animais no 2°, 5°, 8°,
11° e 14° dia de tumor. Provavelmente, estas citocinas, produzidas no figado e
em outros tecidos, atuam como mediadores autocrinos/paracrinos e, desse
modo, promovem muitas das alteragbes metabodlicas observadas na caquexia
associada ao tumor Walker-256, entre as quais a inibicdo da neoglicogénese
hepatica, por reducdo da expressdo e/ou atividade de enzimas regulatorias da

neoglicogénese.
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Em sintese, este trabalho mostrou inibicdo da neoglicogénese em
perfusdo de figado in situ na caquexia associada ao céancer, acrescentando
conhecimento cientifico, principalmente porqgue ndo ha estudos em que a
neoglicogénese hepatica e os parametros metabdlicos relacionados foram avaliados
ao longo do desenvolvimento da caquexia, particularmente a induzida por tumor
Walker-256.
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