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RESUMO 
 
 

A caquexia neoplásica é caracterizada por um conjunto de desvios metabólicos 
provocados por diversos fatores denominados mediadores da caquexia. Poucos 
estudos têm investigado as alterações metabólicas hepáticas na caquexia associada 
ao câncer, não havendo consenso se a neoglicogênese está aumentada ou 
diminuída nesta patologia. Além disso, não há estudos sobre as concentrações 
circulantes de citocinas durante o processo de desenvolvimento do tumor Walker-
256. O objetivo deste estudo foi avaliar a neoglicogênese hepática e parâmetros 
metabólicos relacionados, bem como as concentrações séricas de citocinas, em 
ratos portadores de caquexia induzida por tumor Walker-256, em diferentes estágios 
do desenvolvimento tumoral. Para a implantação do tumor, 8x107 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 neoglicogênese hepática e os 
parâmetros metabólicos relacionados foram avaliados em estudos de perfusão de 
fígado in situ, a partir dos precursores alanina, piruvato, lactato ou glicerol, no 5º 
(WK 5º) e 8º (WK 8º) dia após a inoculação das células tumorais. As citocinas 
séricas, fator de necrose tumoral α (TNFα) e as interleucinas 1β (IL-1β) e 6 (IL-6), 
foram avaliadas no 2º, 5º, 8º, 11º e 14º dia de desenvolvimento tumoral. Os 
resultados demonstraram redução (p<0,05) da produção hepática de glicose e do 
consumo de oxigênio a partir da alanina 2,5 mM nos grupos WK 5º e WK 8º. Nestes 
estudos de perfusão com alanina, houve aumento (p<0,05) da produção hepática de 
piruvato e lactato e tendência de aumento na produção hepática de uréia no grupo 
WK 5º, enquanto no grupo WK 8º houve tendência de redução na produção hepática 
de piruvato, lactato e uréia. A produção hepática de glicose e o consumo de oxigênio 
a partir do piruvato 5 mM ou lactato 2 mM foram também reduzidos (p<0,05) nos 
animais portadores de tumor (WK 5º e WK 8º), exceto para o grupo WK 5º que 
apresentou apenas tendência de redução no consumo de oxigênio a partir do 
piruvato. Entretanto, a produção de glicose e o consumo de oxigênio a partir do 
lactato 5,5 mM (grupo WK 8º) ou a partir do glicerol 2 mM (grupos WK 5º e WK 8º) 
não foram reduzidos nos animais portadores de tumor. As concentrações séricas de 
TNFα, IL-1β e IL-6 foram indetectáveis nos ratos portadores de tumor (grupos WK 
2º, WK 5º, WK 8º, WK 11º e WK 14º). Os resultados permitiram concluir que houve 
inibição da neoglicogênese hepática a partir dos precursores alanina, piruvato e 
lactato, mas não a partir do glicerol, no 5º e 8º dia de desenvolvimento tumoral. 
Estes achados, juntamente com os de produção hepática de lactato, piruvato e uréia 
a partir da alanina, permitem sugerir que houve inibição de enzimas regulatórias da 
neoglicogênese, como a piruvato carboxilase e/ou PEPCK (fosfoenolpiruvato 
carboxiquinase) e tendência de inibição da alanina aminotransferase (WK 8º), mas 
não houve inibição de enzimas que catalisam reações posteriores à entrada do 
glicerol (frutose 1,6-bifosfatase e glicose 6-fosfatase), nos ratos portadores de tumor. 
É possível que o TNFα, a IL-1β e a IL-6, produzidos localmente no fígado e em 



 

outros tecidos, estejam atuando como mediadores autócrinos/parácrinos e inibindo a 
expressão e/ou atividade destas enzimas regulatórias da neoglicogênese. Os dados 
também indicam, como demonstrado pela inibição da produção hepática de glicose 
a partir do lactato 2 mM, mas não a partir do lactato 5,5 mM, que houve alteração da 
concentração saturante de lactato, nos fígados dos animais portadores de tumor. 
Assim, é possível que a produção hepática de glicose a partir de maiores 
concentrações 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. 
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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, 8x107 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 5th (WK 5th) and 8th (WK 8th) day after 
inoculation of tumor cells. Serum cytokines, tumor necrosis factor α (TNFα) and 
interleukin 1β (IL-1β) and 6 (IL-6), were evaluated on 2nd, 5th, 8th, 11th and 14th 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 5th and 
WK 8th. 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 5th, while in the group WK 8th 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 5th and WK 8th), except for the group 
WK 5th, 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 8th) or from glycerol 2 mM (groups WK 5th and WK 8th) were not 
reduced in tumor-bearing animals. Serum concentrations of TNFα, IL-1β and IL-6 
were undetectable in tumor-bearing rats (groups WK 2nd, WK 5th, WK 8th, WK 11th 
and WK 14th). The results showed that there was inhibition of hepatic 
gluconeogenesis from precursors alanine, pyruvate and lactate, but not from glycerol, 
on 5th and 8th 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 8th), 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 
TNFα, IL-1β 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. 
 
 
Keywords: Cachexia. Walker-256 tumor. Hepatic gluconeogenesis. Cytokines 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A incidência mundial de neoplasias vem crescendo ao longo dos 

anos. Em 2005, de um total de 58 milhões de mortes ocorridas no mundo, o câncer 

foi responsável por 7,6 milhões, o que representou 13% de todas as mortes. Os 

principais tipos de câncer com maior mortalidade foram: de pulmão (1,3 milhão); de 

estômago (cerca de 1,0 milhão); de fígado (662 mil); de cólon (655 mil); e de mama 

(502 mil). Estima-se que, em 2020, o número de casos novos anuais seja da ordem 

de 15 milhões, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorrerão em países 

em desenvolvimento (INCA, 2007).  

No Brasil, em 2008, assim como para 2009, foram esperados 

231.860 casos novos, para o sexo masculino, e 234.870 para o sexo feminino. 

Estima-se que o câncer de pele do tipo não melanoma (115 mil casos novos) será o 

mais incidente na população brasileira, seguido pelos tumores de próstata (49 mil), 

de mama feminina (49 mil), de pulmão (27 mil), de cólon e reto (27 mil), de estômago 

(22 mil) e de colo do útero (19 mil) (INCA, 2007).  

Dentre os efeitos provocados pelo câncer no organismo, a caquexia 

representa um dos mais sérios, uma vez que leva à debilitação do paciente, 

resultando em perda acentuada de peso e fraqueza generalizada. 

A caquexia é uma síndrome 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. É freqüentemente definida como 

uma profunda desordem constitucional em que a fraqueza (perda de força muscular) 

e a desnutrição (decorrente da anorexia e má absorção de nutrientes) estão 

relacionadas com a presença de uma doença crônica (HOLROYDE & REICHARD, 

1981), como: câncer, AIDS, insuficiência crônica do coração, artrite reumatóide, 

falência crônica dos pulmões, cirrose hepática, deficiência renal ou sepse 

(MARTIGNONI et al., 2003;  PLATA-SALAMÁN, 2000). Este estado patológico 

ocorre em mais de 2/3 dos pacientes com neoplasia avançada (ARGILÉS et al., 

2001) e está associado com o decréscimo do tempo de vida desses portadores 

(TISDALE, 1997). Aproximadamente 30% das mortes por câncer são atribuídas à 

caquexia e as suas consequências (BARTON, 2001).  

As anormalidades associadas à caquexia do câncer incluem 

anorexia, perda de peso, anemia e alterações no metabolismo de carboidratos, 



19 

lipídeos e proteínas (ARGILÉS et al., 1997). O grau de caquexia é inversamente 

proporcional ao tempo de vida do paciente e a caquexia sempre implica em um 

pobre prognóstico (DeWYS, 1985; HARVEY et al., 1979; NIXON et al., 1980). Talvez 

uma das mais relevantes características da caquexia seja a astenia (perda da força 

muscular), a qual reflete a grande degradação muscular que leva à caquexia no 

paciente com câncer (ARGILÉS et al., 1992). A astenia é também caracterizada por 

fraqueza bem como fadiga mental (ADAMS & VICTOR, 1981). Além disso, na 

caquexia há também depleção das proteínas cardíacas, resultando em importantes 

alterações no desempenho do coração (ARGILÉS et al., 2007). 

A perda maciça de massa muscular é responsável pela maior parte 

da perda de peso total e pode ocorrer independentemente da diminuição da ingestão 

alimentar ou má absorção de nutrientes. Embora a caquexia sempre inclua um 

componente de redução na ingestão de alimentos, a anorexia é insuficiente para 

justificar a perda excessiva de massa corporal. Na caquexia há maciça depleção do 

músculo esquelético, ausente na anorexia. Além disso, a suplementação alimentar 

não é capaz de reverter o quadro caquético e a caquexia pode ocorrer na ausência 

de anorexia (TISDALE, 2001). 

O desenvolvimento da caquexia do câncer pode ser explicado, pelo 

menos parcialmente, pelas consequências energéticas do crescimento do tumor. As 

células tumorais utilizam substratos como glicose, lipídios ou aminoácidos, cuja 

importância relativa varia de acordo com o tipo e estágio de desenvolvimento de um 

determinado tumor (ARGILÉS & AZCÓN-BIETO, 1988).  

A arquitetura dos tumores sólidos possui importância na 

determinação dos substratos metabólicos utilizados para a produção de energia. 

Grandes tumores sólidos, como o Walker-256, de crescimento rápido e pouca 

vascularização, apresentam pobre suprimento sanguíneo. Muitas regiões tumorais 

tornam-se hipóxicas e utilizam, preferencialmente, a via glicolítica anaeróbica para a 

produção de energia (VICENTINO et al., 2002b). Assim, nestes tipos de tumor, a 

glicose é a fonte primária de energia (TISDALE, 2000), e a quantidade requerida 

pelas células tumorais é cerca de quatro a cinco vezes à das células normais 

(TIJERINA, 2004), estabelecendo-se um mecanismo de competição por este 

substrato entre o tumor e os demais tecidos do hospedeiro.  

Uma vez que a glicólise é uma via menos eficiente de produção de 

energia quando comparada à fosforilação oxidativa, grandes quantidades de glicose 
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são consumidas pelo tumor. E essa demanda extra de glicose pelo tumor é 

acompanhada por uma menor utilização de glicose pelos tecidos do hospedeiro 

(TISDALE, 1997).  

O aumento na captação de glicose e da glicólise anaeróbica é 

necessário para manter o nível de ATP para sobrevivência e proliferação contínua 

das células tumorais, e estes mecanismos são mediados pelo fator induzido por 

hipóxia-1 (HIF-1), um fator de transcrição capaz de estimular a expressão de mais 

de 70 genes (BRAHIMI-HORN et al., 2007).  

Sob condição de hipóxia, o HIF-1 induz a expressão de 

transportadores de glicose (GLUT-1 e GLUT-3) e de enzimas glicolíticas nas células 

tumorais (ORTEGA et al., 2009), para aumentar a captação e utilização de glicose 

respectivamente. 

No entanto, muitas células tumorais que crescem sob condições 

normais de oxigênio também apresentam expressão aumentada de transportadores 

de glicose e de enzimas glicolíticas (DANG & SEMENZA, 1999). Tem sido mostrado 

que oncogenes podem diretamente ativar o HIF-1, independente da hipóxia, levando 

a uma taxa de glicólise aumentada (SHAW, 2006). O oncogene Ras, por exemplo, 

pode aumentar os transportadores de glicose e a glicólise em células transformadas 

(MAZUREK et al., 2001).  

O desvio do fluxo metabólico da célula tumoral para a via glicolítica 

anaeróbica pelo HIF aumenta, portanto, o consumo de glicose por esta célula 

(TISDALE, 2002). A rápida taxa de utilização de glicose pelas células tumorais 

juntamente com a anorexia resultam em hipoglicemia no hospedeiro e elevação da 

concentração de lactato sanguíneo, o qual é convertido novamente à glicose no 

fígado pela via da neoglicogênese, estabelecendo entre o tumor e o fígado um ciclo 

fútil, como o ciclo de Cori (BONGAERTS et al., 2006; PIFFAR et al., 2003).  

A reciclagem da glicose por este ciclo fútil aumenta de 20%, em 

indivíduos normais, para 50%, em indivíduos com caquexia neoplásica, sendo 

responsável pela eliminação de 60% do lactato produzido pelo tumor (TISDALE, 

2000). A atividade aumentada deste ciclo contribui para o aumento do gasto 

energético na caquexia, visto que a neoglicogênese a partir do lactato utiliza seis 

moléculas de ATP para cada conversão de lactato a glicose, e a oxidação 

anaeróbica de glicose pelas células tumorais produz dois ATPs, sendo então parte 



21 

da energia dissipada em forma de calor (BONGAERTS et al., 2006; MORLEY et al., 

2006; TISDALE, 2002). 

O desenvolvimento da caquexia do câncer decorre não só da 

utilização de combustíveis pelas células tumorais para suas necessidades 

energéticas como também das complexas interações entre o hospedeiro e o tumor 

(SKIPWORTH et al., 2007), ou seja, depende da dinâmica da resposta do 

hospedeiro (ativação da resposta inflamatória sistêmica e mudanças metabólicas, 

imunológicas e neuroendócrinas) e das características 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 presença de certos tumores, desempenham papel importante na 

redução da massa tecidual e, por essa razão, são chamados de mediadores da 

caquexia (LOBERG et al., 2007; RAMOS et al., 2004; RUBIN, 2003; TISDALE, 1999 

& 2003). 

Os mediadores da caquexia atuam em múltiplos alvos, como 

adipócitos, miócitos, hepatócitos, medula óssea, células endoteliais e neurônios, 

induzindo uma complexa cascata de respostas biológicas que culminam em 

progressiva anorexia, perda de peso, depleção de estoque de lipídeos, severa perda 

protéica do músculo esquelético (LOBERG et al., 2007) e várias outras alterações no 

metabolismo de lipídeos, proteínas e carboidratos.  

Entre os mediadores da caquexia derivados do tumor estão incluídos 

pequenos peptídeos descritos como tóxicos − toxohormônios − produzidos por 

células tumorais, os quais têm sido relacionados à caquexia, muito embora seu 

papel não esteja precisamente determinado (RUBIN, 2003). Contudo, foi verificado 

que um toxohôrmonio obtido do tumor Walker-256, um carcinossarcoma encontrado 

em ratos, foi capaz de inibir a incorporação de aminoácidos em proteínas de 

miofibrila do músculo diafragma (GOODLAD & RAYMOND, 1973). Outros 

mediadores da caquexia derivados do tumor são o fator de mobilização de lipídios 

(LMF) que degrada diretamente o tecido adiposo (TISDALE, 1993 & 2000) e o fator 

indutor de proteólise (PIF) que induz a proteólise no músculo esquelético por ativar a 

via ubiquitina-proteassoma dependente de ATP e reduz a síntese protéica muscular, 

como demonstrado no músculo gastrocnêmio (TISDALE, 2000 & 2001). A 

administração de PIF em camundongos não-portadores de tumor produziu um 
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estado de caquexia, com rápida perda de peso, devido à depleção seletiva de 

massa magra (TISDALE, 1999 & 2000). 

As citocinas são também consideradas mediadores da caquexia. 

Dados atuais apontam as citocinas como sendo os principais fatores envolvidos na 

síndrome de caquexia. Estas moléculas sinalizadoras, produzidas pelo próprio tumor 

ou liberadas por células do sistema imune em resposta à presença do tumor, 

desencadeiam intrincadas redes de sinalização nos tecidos as quais estão 

envolvidas com a degradação e síntese protéica, controle da ingestão alimentar, 

gasto energético e regulação hormonal. Altas concentrações de citocinas, tais como 

o fator de necrose tumoral  (TNF) e as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6), têm sido 

encontradas em alguns pacientes com câncer e os níveis circulantes destas 

citocinas parecem correlacionar com a progressão 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). É possível, no entanto, que as 

concentrações circulantes de TNF e IL-6 não necessariamente devem estar 

elevadas para o desenvolvimento da caquexia. Postula-se que o TNF e a IL-6 

possam atuar como mediadores autócrino/parácrino ao invés de serem mensageiros 

circulantes na caquexia (TISDALE, 1997). 

A administração isolada ou combinada de TNF, IL-6 e IL-1 é capaz 

de reduzir a entrada de alimento e reproduzir a síndrome anorexia-caquexia 

observada no câncer (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-encefálica (INUI, 1999) e se ligarem a 

receptores que estão presentes em alta densidade na região do hipotálamo 

(STERNBERG, 1997), atuando diretamente em neurônios envolvidos no controle da 

ingestão de alimentos na área hipotalâmica lateral e nos núcleos ventromedial e 

paraventricular do hipotálamo (PLATA-SALAMÁN, 2000). O consumo de alimentos é 

regulado por um complexo sistema de hormônios e neuropeptídeos (MARTIGNONI 

et al., 2003). As citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-1β, TNFα e interferon-γ (INF-γ) 

são apontadas como indutoras de anorexia relacionada ao câncer, por aumentarem 

a liberação do fator de liberação de corticotrofina (CRF), um neurotransmissor do 

sistema nervoso central que suprime a ingestão de alimentos (ARGILÉS et al., 2003; 

MARTIGNONI et al., 2003; PLATA-SALAMÁN, 2000). 
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O TNF, também denominado de caquectina, tem sido a citocina 

mais estudada. Foi o primeiro fator a ser associado com a caquexia quando se 

observou sua secreção por linhagens celulares de macrófagos em resposta a 

endotoxinas (BEUTLER et al., 1985).  

O TNFα estimula diretamente a lipólise em humanos pela ativação 

da proteína quinase ativada por mitógeno (MEK) e da quinase relacionada com sinal 

extracelular (ERK), confluindo com a diminuição da expressão da fosfodiesterase 

3B, a enzima degradante de adenosina monofosfato cíclica (AMPc), resultando em 

aumento do AMPc intracelular, o qual ativa a proteína quinase A (TISDALE, 2003; 

WARNE, 2003), estimuladora da enzima lipase hormônio-sensível (HSL) - enzima 

que estimula a hidrólise dos triacilgliceróis nos adipócitos (ARNER, 1995).  

Além de estimular a lipólise (MacDOUGALD & MANDRUP, 2002; 

TISDALE, 1999, 2002 & 2003; WARNE, 2003), o TNFα é capaz de promover 

aumento da apoptose de adipócitos e pré-adipócitos (PRINS et al., 1997; WARNE, 

2003) e diminuição do processos de adipogênese e lipogênese (MacDOUGALD & 

MANDRUP, 2002; WARNE, 2003). Verificou-se que esta citocina suprime a 

lipoproteína lipase (LPL), enzima localizada na superfície das células endoteliais dos 

vasos sangüíneos dos tecidos adiposo e muscular, que degrada os triacilgliceróis do 

plasma em ácidos graxos e glicerol (BERG et al., 1994). A infusão intravenosa de 

TNF em ratos promove elevação de triglicerídeos e ácidos graxos livres no plasma, 

(TREDGET et al., 1988).  

O TNF é também responsável pelo aumento do metabolismo 

muscular (NIJSTEN et al., 1987; PERLMUTTER et al., 1986) e da atividade 

glicolítica em culturas de miócitos (ZENTELLA et al., 1993). A infusão intravenosa de 

TNF e IL-1β em ratos provoca alterações nas concentrações plasmáticas de lactato 

e glicose, aumento da reciclagem de glicose, redução no consumo de oxigênio do 

animal e redução da atividade da piruvato desidrogenase hepática (TREDGET et al., 

1988). Diversos estudos apontam o TNF como sendo o iniciador da via de 

degradação protéica. 

Com relação à neoglicogênese hepática, foi demonstrado que baixas 

doses TNF inibiram a neoglicogênese a partir do precursor alanina (KELMER-

BRACHT et al., 2006), e isso pode ser devido à diminuição da fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase (PEPCK), enzima-chave da neoglicogênese, pois o TNF em baixas 
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doses diminuiu a expressão da PEPCK em camundongos (HILL & MCCALLUM apud 

KELMER-BRACHT et al., 2006). Entretanto, altas doses de TNF aumentaram a 

neoglicogênese a partir da alanina em hepatócitos isolados (BLUMBERG et al., 

1995b). 

Metzger e colaboradores (1997), por sua vez, observaram que a 

atividade da glicose 6-fosfatase (G6Pase), enzima que catalisa a conversão da 

glicose 6-fosfato em glicose, reduziu (20%) seis horas após a administração de 

TNFα e a atividade da PEPCK diminuiu (60%) doze horas após a administração de 

TNFα. A regulação da atividade da G6Pase e da PEPCK foi associada à acentuada 

redução de seus RNAs mensageiros, devido à redução das taxas de transcrição. 

Outra citocina importante envolvida na caquexia do câncer é a IL-6 

(STRASSMANN & KAMBAYASHI, 1995), que modula uma variedade de respostas 

fisiológicas e ativa genes envolvidos na diferenciação, sobrevivência, apoptose e 

proliferação celular (HEINRICH et al., 2003).  

A infusão de IL-6, em doses próximas à fisiológica em humanos 

saudáveis, inibiu a lipogênese, estimulou a lipólise nos adipócitos e aumentou os 

ácidos graxos livres circulantes (BARTON, 2001; VAN HALL et al., 2003), indicando 

a IL-6 como um fator importante no metabolismo lipídico. A IL-6 tem também a 

capacidade de encurtar a meia-vida de proteínas de vida longa e aumentar a 

atividade do proteassoma 26S (TISDALE, 1999).  

Foi verificado que a IL-6 aumentou a neoglicogênese hepática em 

hepatócitos de ratos incubados por 24 horas (BLUMBERG et al., 1995a) e induziu, in 

vivo e in vitro, a expressão da proteína supressora da sinalização de citocinas-3 

(SOCS-3) hepática, a qual é capaz de inibir a sinalização do receptor de insulina, 

promovendo resistência à insulina (SENN et al., 2003). 

Há evidências de correlação entre o aumento das concentrações 

circulatórias de IL-6 e de TNFα, indicando que as citocinas não agem isoladamente, 

podendo agir sinergicamente como mediadores finais da caquexia (LANGSTEIN & 

NORTON, 1991; NETO et al., 2001). 

A interleucina-1β, outra citocina mediadora do processo de caquexia, 

é um peptídeo endógeno e tem sido apontada como desencadeadora de muitos 

efeitos similares ao do TNFα, incluindo a inibição da LPL e o aumento da lipólise 

(INUI & MEGUID, 2003; NETO et al., 2001).  
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A interleucina-1β pode agir diretamente no cérebro para produzir 

anorexia (PLATA-SALAMÁN, 2000), ou indiretamente por meio de outros 

mediadores anorexígenos como a leptina, o CRF e a serotonina (INUI, 1999). A 

indução da resposta anoréxica pela IL-1 está associada com processos 

patofisiológicos crônicos incluindo o câncer, AIDS, artrite reumatóide, doença 

pulmonar obstrutiva crônica entre outras (PLATA-SALAMÁN, 1996). Já é bem 

estabelecido que o consumo de alimentos é regulado por um complexo sistema de 

hormônios e neuropeptídeos (MARTIGNONI et al., 2003). Inui (1999) demonstrou 

que o neuropeptídeo Y (NPY) (potente orexígeno) e o CRF (anorexígeno) são 

desregulados na rede hipotalâmica, na síndrome anorexia-caquexia induzida pelo 

câncer, levando a diminuição do consumo energético apesar da alta demanda 

metabólica por nutrientes. A IL-1 tem também sido associada à indução da anorexia, 

por ser antagonista do receptor de NPY (PLATA-SALAMÁN, 2000). 

Além disso, de modo semelhante ao TNFα, baixas doses de IL-1β 

inibiram a neoglicogênese hepática a partir do precursor alanina (KELMER-BRACHT 

et al., 2006). Foi demonstrado também que a adição de IL-1β e IL-10, em cultura de 

hepatócitos, inibiu a produção de glicose hepatocelular, e esta inibição foi 

acompanhada pela menor atividade da PEPCK (YERKOVICH et al., 2004). 

Embora o fígado possa sofrer influências de citocinas circulantes, de 

citocinas produzidas localmente pelas células de Kupffer ativadas e de fatores 

produzidos pelo tumor (TRAN-THI et al., 1993; SCHÜMANN et al., 2000; 

MATSUMOTO et al., 2002), o metabolismo hepático na caquexia tem sido 

relativamente pouco investigado.  

Estudos em perfusão de fígado de ratos portadores do tumor 

Walker-256, no 14o dia após a inoculação das células tumorais, demonstraram 

algumas alterações no metabolismo de carboidratos tais como: diminuição da 

glicólise a partir da glicose exógena, provavelmente decorrente da menor atividade 

da glicoquinase; diminuição da glicólise a partir do glicogênio endógeno, 

provavelmente devido à menor quantidade de glicogênio hepático em ratos 

portadores do tumor Walker-256; maior tendência de liberação 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 relação à neoglicogênese hepática, não há consenso 

se ela está aumentada ou diminuída em portadores de tumor. Há trabalhos 
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demonstrando que no estado portador de tumor há maior liberação de glicose pela 

neoglicogênese hepática. Pacientes com vários tipos de cânceres apresentaram 

maior neoglicogênese 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 conversão 

do esqueleto de carbono da alanina para glicose em um grupo de pacientes com 

câncer que tinham manifestações sistêmicas de anorexia e perda de peso. Da 

mesma forma, Lundholm e colaboradores (1982) mostraram maior produção de 

glicose após a injeção de glicerol marcado radioativamente em pacientes com 

câncer. Similarmente, animais portadores de tumor apresentaram maior 

neoglicogênese hepática. A taxa de produção de glicose a partir do precursor lactato 

mostrou-se significativamente aumentada nos estudos de perfusão de fígado de 

ratos portadores de tumor mamário subctâneo (SHEARER et al., 1983). Hepatócitos 

isolados de ratos portadores de tumor apresentaram maior neoglicogênese quando 

incubados com lactato, alanina (BLUMBERG et al., 1993; ROH et al., 1984) ou 

glutamina (FISCHER et al., 1997). Esse aumento na produção de glicose foi 

associado com maior atividade da PEPCK, enzima regulatória da neoglicogênese, 

em ratos com tumor (NOGUCHI et al., 1989). Sabe-se que animais portadores de 

tumor apresentam concentrações plasmáticas de glucagon aumentadas e de 

insulina diminuídas (INCULET et al., 1987), e que o glucagon pode aumentar a 

síntese de PEPCK e a insulina diminuir a síntese da mesma (YOUNES & NOGUCHI, 

2000). 

Por outro lado, há trabalhos demonstrando diminuição da 

neoglicogênese no estado portador de tumor. Estudos de perfusão de fígado 

evidenciaram diminuição da neoglicogênese em ratos portadores de tumor Walker-

256 quando a alanina foi o precursor neoglicogênico utilizado (CORBELLO-

PEREIRA et al., 2004). Liu e colaboradores (1990) também observaram conversão 

reduzida da alanina em glicose em fígados de ratos portadores de adenocarcinoma 

mamário. Em concordância, estudos realizados recentemente (CASSOLLA, 2008) 

mostraram que fígados de ratos no 12º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 

apresentaram menor produção de glicose a partir dos precursores neoglicogênicos: 

alanina, lactato ou piruvato, mas não a partir do glicerol. 

Em resumo, a caquexia neoplásica envolve uma complexa rede de 

desvios metabólicos provocados por diversos fatores, mediadores da caquexia, que 
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podem alterar a neoglicogênese hepática. Considerando que não há concordância 

se a neoglicogênese hepática está aumentada ou diminuída em portadores de 

câncer e que esta falta de consenso pode ser decorrente das análises nos diferentes 

estudos terem sido realizadas em diferentes estágios do desenvolvimento tumoral, o 

que implica em diferentes concentrações dos mediadores da caquexia, como as 

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

 

2.1 GERAL 

 

Avaliar a neoglicogênese hepática e parâmetros metabólicos 

relacionados, bem como as concentrações séricas de citocinas, em ratos portadores 

de caquexia induzida por tumor Walker-256 em diferentes estágios do 

desenvolvimento tumoral.  

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar em estudos de perfusão de fígado a neoglicogênese hepática e 

parâmetros metabólicos relacionados a partir dos precursores alanina, piruvato, 

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

 Avaliar em estudos de perfusão de fígado a neoglicogênese hepática e 

parâmetros metabólicos relacionados a partir dos precursores alanina, piruvato, 

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

 Determinar as concentrações séricas das citocinas TNFα, IL-1β e IL-6 em ratos 

no 2º, 5º, 8º, 11º e 14º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



29 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 REAGENTES 

 

Os sais do líquido de perfusão, os precursores neoglicogênicos e os 

demais reagentes foram adquiridos da Sigma, Merck, Reagen, J.T. Backer, 

Mallinckrodt, Nuclear ou CAQ – Casa Química. 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 Ciências Fisiológicas, a uma temperatura de 23 ± 2 ºC, com ciclo 

claro/escuro de 12 horas. Os animais foram alimentados à vontade com ração 

Nuvilab para roedores e com livre acesso à água. Nos experimentos para 

avaliação da neoglicogênese hepática os animais foram submetidos a 24 horas de 

privação alimentar. Os experimentos foram realizados sempre no mesmo horário 

para minimizar qualquer influência do ritmo circadiano.  

Os protocolos dos experimentos com os animais foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UEL (cadastro nº 23/09; 

processo nº 7061/2009). Foram utilizados de 4 a 13 animais por grupo, nos 

seguintes grupos: 

 

 Grupos Walker-256: ratos portadores de tumor Walker-256 no 2º (WK 2º), 5º 

(WK 5º), 8º (WK 8º), 11º (WK 11º) e 14º (WK 14º) dia após a inoculação das 

células tumorais. 

 Grupo Controle: ratos não portadores de tumor (inoculação de PBS). 
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3.3 IMPLANTAÇÃO DO TUMOR WALKER-256 

 

O tumor Walker-256 é um carcinossarcoma de crescimento rápido, e 

a sua implantação em ratos tem sido considerada um modelo adequado para 

estudar a síndrome da caquexia, pois é uma neoplasia bem caracterizada, 

facilmente mantida em laboratório, que raramente apresenta regressões e com 

eficiência comprovada em testes terapêuticos (MORAES et al., 1997; OLIVEIRA et 

al., 1998).   

Células Walker-256, cedidas pelo Laboratório de Metabolismo 

Hepático da Universidade Estadual de Maringá (UEM), foram mantidas através de 

passagens semanais por inoculação asséptica intraperitoneal de 1,0 ou 2,0 x 106 

células/animal. Após 7 dias de crescimento intraperitoneal, os animais anestesiados 

com éter etílico foram eutanasiados por deslocamento cervical e o exsudato 

peritoneal foi retirado e submetido à centrifugação diferencial a 4°C para obtenção 

das células tumorais. As células foram ressuspensas em PBS (tampão fosfato 16,5 

mM, contento NaCl 137 mM e KCl 2,7 mM), pH 7,4,  e sua viabilidade foi avaliada 

pelo método de exclusão do azul de tripan em câmara de Neubauer. Os ratos do 

grupo tumor foram inoculados com 8,0 x 107 células tumorais viáveis/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 etílico. 

 

3.4 EXPERIMENTOS DE PERFUSÃO DE FÍGADO IN SITU PARA AVALIAÇÃO DA 

 NEOGLICOGÊNESE E DE PARÂMETROS METABÓLICOS RELACIONADOS 

 

A neoglicogênese hepática e os parâmetros metabólicos 

relacionados foram avaliados no 5º e 8º dia após a inoculação das células tumorais 

(grupos WK 5º e WK 8º) ou PBS (grupo controle). Para tanto, fígados de ratos com 

24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ, a qual foi 

introduzida no Brasil por Kelmer-Bracht e colaboradores (1984). 

O sistema para a perfusão de fígado é basicamente composto por 

reservatórios para o líquido de perfusão, uma bomba peristáltica e um oxigenador de 

membrana, acoplados a um banho-maria com bomba de circulação externa de água 

aquecida e um cilindro com mistura carbogênica (O2/CO2=95/5%).  
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O oxigenador de membrana é formado por um cilindro duplo de 

alumínio, ao redor do qual estão enrolados tubos de borracha silicone de parede fina 

(0,25 mm), com diâmetro interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A 

câmara interna do cilindro de alumínio é termostatizada pelo banho-maria, por meio 

da bomba de circulação externa de água aquecida. O cilindro de alumínio está 

isolado do ambiente por uma cobertura cilíndrica de plástico transparente, 

mantendo-se no seu interior uma atmosfera de O2 e CO2, nas proporções de 95:5. O 

sistema ainda contém um dispositivo que impede a entrada de bolhas de ar no 

fígado (capta-bolhas). 

O líquido de perfusão utilizado foi o tampão Krebs/Henseleit-

bicarbonato (KH) (KREBS & HENSELEIT, 1932 apud KELMER-BRACHT, 1993). No 

sistema de perfusão o líquido de perfusão é impulsionado pela bomba peristáltica 

em direção ao oxigenador de membrana. Neste local se processam as trocas 

gasosas. O O2 e o CO2 contidos na atmosfera carbogênica (95% O2 / 5% CO2), por 

troca passiva, passam para o líquido de perfusão que circula no interior dos tubos de 

borracha silicone. A fina espessura da parede destes tubos, seu pequeno diâmetro e 

o seu comprimento total (grande área de secção transversa) favorecem as trocas. 

Com os fluxos normalmente utilizados (nunca acima de 45 ml por minuto), o tempo 

de permanência do líquido no oxigenador de membrana é de aproximadamente 1 

minuto, e a saturação, próxima a 99%. Desse modo, o líquido saturado de ar (21% 

de O2, 78% de N2 além de outros), por troca passiva, satura-se com 95% de O2 e 5% 

de CO2. A entrada de CO2 no líquido de perfusão diminui o seu pH inicial de 7,6 para 

7,4. O líquido de perfusão deixa o oxigenador, saturado de O2 e CO2, aquecido a 

37oC e com pH 7,4, passa pelo capta-bolhas e se desloca em direção à cânula a ser 

inserida na veia porta. 

Para a perfusão do fígado os animais, controles e portadores do 

tumor Walker-256, foram anestesiados com pentobarbital sódico (40 mg/kg) e 

fixados em mesa cirúrgica. O abdômen foi aberto até a altura do diafragma por uma 

incisão longitudinal central e duas incisões laterais, com exposição do fígado e dos 

demais órgãos. 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 após a 

canulação os vasos abdominais abaixo do fígado foram seccionados para que 

houvesse completo dessangramento deste órgão. Esta incisão dá vazão ao líquido 
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extra que é bombeado para o sistema circulatório, evitando o aumento excessivo da 

pressão, o que causaria inchamento do fígado. Logo após, o fluxo foi elevado para 

garantir a oxigenação hepática, e a ligadura em torno da veia porta foi amarrada 

para fixação da cânula. O tórax foi aberto para exposição completa do fígado, e a 

veia cava inferior, acima do diafragma, foi ocluída para desviar o líquido para a veia 

cava inferior, abaixo do fígado. Posteriormente, a veia cava inferior (porção infra-

hepática) foi canulada e a extremidade livre da cânula foi conectada a uma câmara 

de acrílico onde estava posicionado o eletrodo de Clark para registro da 

concentração de oxigênio no líquido efluente (perfusado). Finalmente, o fluxo 

através do fígado foi ajustado para valores que permitissem sua oxigenação 

adequada (aproximadamente 4 ml. min-1. g-1 de fígado). Este fluxo está muito acima 

dos valores fisiológicos (aproximadamente 0,15 ml. min-1. g-1) e visa a compensar a 

ausência de eritrócitos no líquido de perfusão. 

A perfusão foi, portanto, realizada em sistema aberto (não-

recirculante), sendo o direcionamento do fluxo no sentido do hepatócito periportal 

para o hepatócito perivenoso (perfusão monovascular anterógrada). 

Após os 20 minutos iniciais de perfusão, para a estabilização do 

consumo de oxigênio, o líquido efluente do fígado, depois de passar pelo eletrodo de 

oxigênio, foi coletado em intervalos de 2 minutos para determinação da 

concentração de glicose, uréia, piruvato ou lactato. Durante este período a perfusão 

do fígado dos animais controles e portadores do tumor Walker-256 foi realizada por 

um dos seguintes modos: 

 

*KH= Krebs-Henseleit 

 

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, L-lactato 5,5 mM ou glicerol 2 

mM 

 

KH 
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Ao término do experimento, o fígado foi retirado e pesado para que a 

produção de glicose, uréia, piruvato ou lactato por grama de fígado (mol min-1g-1) 

pudesse ser calculada. A expressão dos resultados em relação ao peso do órgão 

permite comparações de experimentos nos quais foram empregados fígados com 

diferentes pesos.  

 

3.5 EXPERIMENTOS PARA QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS NO SORO  

 

As citocinas séricas foram avaliadas no 2º, 5º, 8º, 11º e 14º dia após 

a inoculação das células tumorais ou PBS (grupo controle). Para tanto, os animais 

foram submetidos à decapitação para coleta de sangue. As amostras de sangue 

foram centrifugadas para obtenção dos soros, os quais foram aliquotados e 

armazenados em freezer a -80ºC para posteriores dosagens de TNFα, IL-1β e IL-6.  

 

3.6 CONFIRMAÇÃO DA CAQUEXIA DOS ANIMAIS PORTADORES DE TUMOR WALKER-256  

 

Em todos os experimentos os animais portadores de tumor Walker-

256 foram avaliados quanto aos seus estados caquéticos. 

Para tanto, foram mensuradas as massas corpóreas inicial e final 

dos animas com tumor e a massa tumoral total (tumor do flanco e metástases). A % 

de perda de massa corpórea foi calculada de acordo com a equação abaixo. Os 

animais são considerados caquéticos quando apresentam perda de massa corpórea 

próxima ou maior que 10%. 

 

% Perda de massa corpórea =     (mie–mfe+mt+gmc)   x 100 

 

Onde:  

mie =  massa corpórea inicial do animal com tumor;  

mfe = massa corpórea final do animal com tumor;  

mt = massa do tumor;  

gmc = ganho de massa do grupo controle.  

 

 

 

(mie+gmc) 
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3.7 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS 

 

Para a avaliação da neoglicogênese hepática foram determinadas as 

concentrações de glicose, uréia, piruvato e lactato e o consumo de oxigênio. Para a 

análise da influência das citocinas nas alterações metabólicas foram dosados o 

TNFα, a IL-1β e a IL-6 no soro. 

 

3.7.1 Determinação da Concentração de Glicose 

 

A concentração de glicose no líquido de perfusão efluente do fígado 

foi medida pelo método da glicose-oxidase (BERGMEYER & BERNT, 1974). Neste 

método, a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a ácido 

glucônico e peróxido de hidrogênio (H2O2). O H2O2, em presença de peroxidase 

(POD), produz a ligação oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e dá 

origem a um cromógeno com máximo de absorção em 505 nm de comprimento de 

onda. O esquema a seguir resume estas reações: 

 

Glicose + O2 + H2O  GOD  ácido glucônico  +  H2O2 

2H2O2 + 4-AF + fenol  POD  4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H2O 

 

3.7.2 Determinação do Consumo de Oxigênio Hepático 

 

O consumo de oxigênio pelo fígado foi calculado a partir da seguinte 

equação: 

Consumo de O2= [O2 porta] – [O2 cava] x      Fluxo    _    (µmol/min.g) 

                                                                    Peso Fígado 

Onde: 

[O2 porta] = concentração de oxigênio que entra no fígado, ou seja, aquela presente 

no líquido de perfusão (860 µM), quando saturado com 95 % de oxigênio da mistura 

carbogênica. 

[O2 cava] = concentração de oxigênio que deixa o fígado, ou seja, aquela presente 

no líquido de perfusão efluente, após passar pelo fígado. A concentração de 

oxigênio no perfusado efluente foi medida polarograficamente através de um 
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eletrodo de oxigênio (eletrodo de Clarck ou oxímetro), durante todo o período de 

perfusão. 

 

3.7.3 Determinação da Concentração de Ureia 

 

A concentração de uréia no líquido de perfusão efluente do fígado foi 

determinada por método enzimático, de acordo com a técnica de Gutmann e 

Bergmeyer (1974), no qual a uréia é hidrolisada pela urease a amônia e gás 

carbônico. A amônia reage em pH alcalino com hipoclorito de sódio e fenol, sob 

ação catalisadora do nitroprussiato de sódio, para formar azul de indofenol, como 

segue adiante. A concentração de azul de indofenol é proporcional à concentração 

de uréia na amostra e é medida espectrofotometricamente a 600 nm.   

 

uréia + H2O
   urease       2NH3 + CO2 

2NH3 + 2NaClO               2NH2Cl + 2NaOH 

2NH2Cl + 2 fenol + 2NaOH                     2-p-aminofenol + 2NaCl + 2H2O 

2-p-aminofenol + 2 fenol + O2                 2 indofenol + 2 H2O 

 

3.7.4 Determinação da Concentração de Piruvato 

 

A concentração de piruvato no líquido de perfusão efluente do fígado 

foi quantificada por método enzimático, de acordo com a técnica de Czok e 

Lamprecht (1974). Nesse método, o piruvato é convertido enzimaticamente em L-

lactato, com oxidação de quantidades estequiométricas de NADH, em uma reação 

catalisada pela lactato-desidrogenase (LDH), que pode ser observada abaixo. A 

oxidação de NADH é proporcional à quantidade de piruvato convertido e medida 

espectrofotometricamente a 340 nm. 

 

piruvato + NADH + H+       LDH         L-lactato + NAD+ 

 

3.7.5 Determinação da Concentração de Lactato 

 

A concentração de L-lactato no líquido de perfusão efluente do 

fígado foi quantificado por método enzimático, segundo a técnica de Gutman e 
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Wahlefeld (1974). Neste método, o L-lactato é oxidado a piruvato pelo NAD+ em uma 

reação catalisada pela LDH, conforme esquematizado a seguir. A formação de 

NADH é proporcional à concentração de L-lactato e medida 

espectrofotometricamente a 340 nm.  

 

L-lactato + NAD+       LDH         piruvato + NADH + H+ 

 

3.7.6 Quantificação de Citocinas Séricas  

 

A concentração de TNFα, IL-1β e IL-6 no soro foi determinada 

através do método de ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay), utilizando-se 

kits específicos de acordo com as recomendações do fabricante (R&D Systems).  

 

3.8 PROCEDIMENTOS ESTATÍSTICOS 

 

Os experimentos foram realizados de forma casualizada e os dados 

obtidos foram testados quanto à distribuição normal (testes de Shapiro-Wilk e 

Lilliefors) e quanto à homogeneidade das variâncias (testes de Levene e Brown 

Forsythe), utilizando-se o programa Statistica 6.0, para que testes estatísticos 

apropriados pudessem ser aplicados para a análise dos resultados.  

As taxas (delta; ∆) de produção de glicose, uréia, piruvato e lactato e 

as de consumo de oxigênio foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 

nos últimos 6 minutos após a infusão do precursor neoglicogênico e os respectivos 

valores basais, obtidos nos últimos 4 minutos antes da infusão do precursor 

neoglicogênico. As diferenças entre as taxas foram avaliadas pelo teste t de Student 

para amostras independentes, utilizando-se o programa GraphPad Prism 4.0. 

Os resultados das concentrações séricas de TNFα, IL-1β e IL-6 

foram analisados por ANOVA One Way seguido pelo teste de comparação múltipla 

de Bonferroni. 

Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). O nível de significância adotado foi de 5% (p<0,05). 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 AVALIAÇÃO DA NEOGLICOGÊNESE HEPÁTICA E DE PARÂMETROS METABÓLICOS 

RELACIONADOS, A PARTIR DE VÁRIOS PRECURSORES DE GLICOSE, NO 5º DIA DE 

DESENVOLVIMENTO TUMORAL 

 

A neoglicogênese e o consumo de oxigênio dos animais no 5º dia de 

desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5º) e dos animais controles (sem tumor) 

foram avaliados em fígados submetidos à perfusão com os seguintes substratos 

neoglicogênicos: alanina 2,5 mM, piruvato 5 mM, lactato 2 mM  e glicerol 2 mM. Nos 

experimentos de perfusão com alanina foram também analisadas as produções 

hepáticas de uréia, piruvato e lactato. 

A produção hepática de glicose antes da infusão do precursor 

neoglicogênico (produção basal) foi baixa e corresponde à glicose proveniente do 

glicogênio residual (figuras 1A, 3A, 4A e 5A). Vale ressaltar que fígados de ratos 

com 24 horas de privação alimentar foram usados em todos os experimentos para 

depleção do glicogênio hepático. Os valores basais de produção de glicose (figuras 

1A, 3A, 4A e 5A) e consumo de oxigênio (figuras 1B, 3B, 4B e 5B) não diferiram 

entre os grupos dos animais portadores de tumor e seus respectivos controles.  

Após a infusão dos precursores neoglicogênicos houve aumento 

rápido na produção de glicose (figuras 1A, 3A, 4A e 5A) e no consumo de oxigênio 

(figuras 1B, 3B, 4B e 5B) nos animais portadores de tumor e controles, os quais 

retornaram aos valores basais após a retirada do precursor. Porém, os fígados dos 

animais no 5º dia de desenvolvimento tumoral que foram perfundidos com alanina, 

piruvato ou lactato apresentaram uma resposta menos acentuada na produção de 

glicose (figuras 1A, 3A e 4A) e redução ou tendência de redução no consumo de 

oxigênio (figuras 1B, 3B e 4B) quando comparados com os respectivos controles. 

A infusão de alanina 2,5 mM promoveu, nos animais portadores de 

tumor, menor produção de glicose (38,81%) e consumo de oxigênio (53,17%) e 

maior produção de piruvato (57,93%) (figura 2B) e lactato (71,62%) (figura 2C) em 

relação aos controles, como pode ser observado por suas taxas (∆) de produção ou 

consumo, ilustradas na tabela 1. As taxas do grupo com tumor e controle foram 

respectivamente: 0,134  0,022 μmol min-1g-1 e 0,219  0,025 μmol min-1g-1 para a 

produção de glicose; 0,303  0,069 μmol min-1g-1 e 0,647  0,042 μmol min-1g-1 para 
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o consumo de oxigênio; 0,259  0,023 μmol min-1g-1 e 0,164  0,031 μmol min-1g-1 

para a produção de piruvato; 0,508  0,021 μmol min-1g-1 e 0,296  0,032 μmol min-

1g-1 para a produção de lactato (tabela 1). Com relação à produção de uréia, não 

houve diferença entre o grupo WK 5º (∆=0,310  0,027 μmol min-1g-1) e controle 

(∆=0,273  0,027 μmol min-1g-1) (figura 2A, tabela 1).  

A redução na produção hepática de glicose a partir do precursor 

piruvato 5 mM foi de 29,02% (tabela 2). As taxas de produção de glicose dos grupos 

WK 5º e controle foram respectivamente de 0,313  0,026 μmol min-1g-1 e 0,441  

0,033 μmol min-1g-1. Com relação ao consumo de oxigênio, houve tendência de 

redução (∆ WK 5º=0,322  0,073 μmol min-1g-1; ∆ controle=0,456  0,045 μmol min-

1g-1) (tabela 2). 

A produção de glicose hepática no grupo WK 5º foi 59,30% menor 

após a infusão do lactato 2 mM, quando comparada a do grupo controle, como 

demonstrado por suas taxas (∆ WK 5º=0,208  0,014 μmol min-1g-1;∆ controle=0,511 

 0,045 μmol min-1g-1) (tabela 3). O consumo de oxigênio hepático a partir do lactato 

no grupo WK 5º também foi menor (45,23%) (∆=0,339  0,031 μmol min-1g-1) em 

relação ao grupo controle (∆=0,619  0,096 μmol min-1g-1), acompanhando a 

redução na produção de glicose (tabela 3).  

No entanto, não foi observada diferença na produção de glicose nem 

no consumo de oxigênio em relação aos seus controles quando o substrato 

neoglicogênico utilizado foi o glicerol (figura 5, tabela 4). As taxas do grupo WK 5º e 

controle foram respectivamente: 0,359  0,058 μmol min-1g-1 e 0,353  0,040 μmol 

min-1g-1 para a produção de glicose; 0,022  0,014 μmol min-1g-1 e 0,123  0,043 

μmol min-1g-1 para o consumo de oxigênio. 

As tabelas 1, 2, 3 e 4 ilustram também os valores das massas 

tumorais assim como a perda de massa corpórea, dos animais portadores de tumor, 

a qual foi superior à 10%, confirmando o estado caquético dos animais utilizados 

nestes experimentos de perfusão de fígado. 
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Figura 1 –  Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 5º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5º) e controles 
durante a infusão de L-alanina 2,5 mM 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 –Produções hepáticas de uréia (A), piruvato (B) e L-lactato (C) em ratos no 
5º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5º) e controles 
durante a infusão de L-alanina 2,5 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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.  
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Tabela 1 - Taxas (∆) de produção de glicose, uréia, piruvato e L-lactato e de 
consumo de oxigênio em fígados submetidos à perfusão com L-alanina 
2,5 mM, de ratos controles e portadores de tumor Walker-256, no 5º dia 
de desenvolvimento tumoral (WK 5º).  

Variável Controle WK 5º % do controle 
 

 Produção de glicose 
(mol min-1 g-1) 

 

 
0,219  0,025 

(n=7) 

 
0,134  0,022 * 

(n=12) 

 
-38,81 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,647  0,042 
(n=6) 

0,303  0,069 ** 
(n=10) 

-53,17 

 Produção de uréia 
(mol min-1 g-1) 

 

0,273  0,027 
(n=7) 

0,310  0,027 
(n=12) 

--- 

 Produção de piruvato 
(mol min-1 g-1) 

 

0,164  0,031 
(n=7) 

0,259  0,023 * 
(n=12) 

+57,93 

 Produção de L-lactato 
(mol min-1 g-1) 

 

0,296  0,032 
(n=7) 

0,508  0,021 *** 
(n=12) 

+71,62 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 5,909  0,752 
(n=12) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 1,021  0,136 
(n=12) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 6,930  0,834 
(n=12) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 12,248  0,850 
(n=12) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelos 
protocolos experimentais ilustrados nas figuras 1 e 2. As massas tumorais do flanco, das metástases 
e total e a perda de massa corpórea dos animais WK 5º também foram avaliadas. 
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de L-alanina e os respectivos valores basais (obtidos nos 
últimos 4 minutos antes da infusão de L-alanina). Valores representam a média  EPM. Diferenças 
entre as taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-
pareado.*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle. 
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Figura 3 –Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 5º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5º) e controles 
durante a infusão de piruvato 5 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 (∆) de produção de glicose e de consumo de oxigênio em fígados 
submetidos à perfusão com piruvato 5 mM, de ratos controles e 
portadores de tumor Walker-256, no 5º dia de desenvolvimento tumoral 
(WK 5º).  
Variável Controle WK 5º % do controle

 
 Produção de glicose 

(mol min-1 g-1) 
 

 
0,441  0,033 

(n=13) 

 
0,313  0,026 * 

(n=7) 

 
-29,02 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,456   0,045 
(n=6) 

0,322  0,073 
(n=5) 

--- 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 6,874  0,433 
(n=7) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 0,886  0,095 
(n=7) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 7,760  0,442 
(n=7) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 14,845  1,000 
(n=7) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelo 
protocolo experimental ilustrado na figura 3. As massas tumorais do flanco, das metástases e total e a 
perda de massa corpórea dos animais WK 5º também foram avaliadas. 
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de piruvato e os respectivos valores basais (obtidos nos últimos 
4 minutos antes da infusão de piruvato). Valores representam a média  EPM. Diferenças entre as 
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-
pareado.*p<0,05 versus controle. 
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Figura 4 –Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 5º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5º) e controles 
durante a infusão de L-lactato 2 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 (∆) de produção de glicose e de consumo de oxigênio em fígados 
submetidos à perfusão com L-lactato 2 mM, de ratos controles e 
portadores de tumor Walker-256, no 5º dia de desenvolvimento tumoral 
(WK 5º).  

Variável Controle WK 5º % do controle 
 

 Produção de glicose 
(mol min-1 g-1) 

 

 
0,511  0,045 

(n=4) 

 
0,208  0,014 *** 

(n=8) 

 
-59,30 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,619  0,096 
(n=4) 

0,339  0,031 * 
(n=4) 

-45,23 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 4,078  0,264 
(n=8) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 0,711  0,130 
(n=8) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 4,789  0,268 
(n=8) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 10,185  0,829 
(n=8) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelo 
protocolo experimental ilustrado na figura 4. As massas tumorais do flanco, das metástases e total e a 
perda de massa corpórea dos animais WK 5º também foram avaliadas.  
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de L-lactato e os respectivos valores basais (obtidos nos últimos 
4 minutos antes da infusão de L-lactato). Valores representam a média  EPM. Diferenças entre as 
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-
pareado.*p<0,05 versus controle e ***p<0,001 versus controle. 
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Figura 5 –Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 5º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 5º) e controles 
durante a infusão de glicerol 2 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 (∆) de produção de glicose e de consumo de oxigênio em fígados 
submetidos à perfusão com glicerol 2 mM, de ratos controles e portadores 
de tumor Walker-256, no 5º dia de desenvolvimento tumoral (WK 5º).  
Variável Controle WK 5º % do controle 

 
 Produção de glicose 

(mol min-1 g-1) 
 

 
0,353  0,040 

(n=6) 

 
0,359  0,058 

(n=5) 

 
--- 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,123  0,043 
(n=5) 

0,022  0,014 
(n=4) 

--- 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 6,807  0,802 
(n=5) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 0,492  0,276 
(n=5) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 7,299  0,687 
(n=5) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 16,210  2,694 
(n=5) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelo 
protocolo experimental ilustrado na figura 5. As massas tumorais do flanco, das metástases e total e a 
perda de massa corpórea dos animais WK 5º também foram avaliadas.  
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de glicerol e os respectivos valores basais (obtidos nos últimos 
4 minutos antes da infusão de glicerol). Valores representam a média  EPM. Diferenças entre as 
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-pareado. 
 

4.2 AVALIAÇÃO DA NEOGLICOGÊNESE HEPÁTICA E DE PARÂMETROS METABÓLICOS 

RELACIONADOS, A PARTIR DE VÁRIOS PRECURSORES DE GLICOSE, NO 8º DIA DE 

DESENVOLVIMENTO TUMORAL 

 

A capacidade neoglicogênica hepática e o consumo de oxigênio 

foram também avaliados em ratos portadores de tumor Walker-256 no 8º dia após a 

inoculação das células tumorais (WK 8º) 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 produção de glicose e consumo de oxigênio 

(antes da infusão do precursor) foram observadas em ambos os grupos (WK 8º e 

controle). A produção de glicose (figuras 6A, 8A, 9A, 10A e 11A) e o consumo de 

oxigênio (figuras 6B, 8B, 9B, 10B e 11B) aumentaram rapidamente com a infusão 

dos substratos neoglicogênicos, retornando aos valores iniciais após a interrupção 

da infusão dos precursores.  

A infusão de alanina 2,5 mM elevou a produção hepática de glicose, 

uréia, piruvato e lactato e o consumo de oxigênio tanto no grupo WK 8º como no 

grupo controle. Porém, a produção de glicose do animal portador de tumor foi 
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significativamente menor (54,05%) quando comparada ao controle (∆ WK 8º=0,102 

 0,019 μmol min-1g-1; ∆ controle=0,222  0,008 μmol min-1g-1) (figura 6A, tabela 5). 

Quanto ao consumo de oxigênio, houve redução de 50% no grupo WK 8º (∆=0,319  

0,056 μmol min-1g-1) em relação ao controle (∆=0,638  0,038 μmol min-1g-1) (figura 

6B, tabela 5). As produções de uréia, piruvato e lactato dos animais portadores de 

tumor tiveram tendência à redução em relação aos seus controles, não sendo as 

diferenças estatisticamente significativas (figuras 7A, 7B e 7C, tabela 5). 

Também foi observada, nos ratos portadores de tumor, redução na 

produção hepática de glicose (25,06%) e no consumo de oxigênio (67,70%) a partir 

do piruvato 5 mM. A taxa de produção de glicose do grupo com tumor foi de 0,293  

0,014 μmol min-1g-1 e do grupo controle foi de 0,391  0,024 μmol min-1g-1 (figura 8A, 

tabela 6). O consumo de oxigênio do grupo WK 8º também foi menor (∆=0,136  

0,082 μmol min-1g-1) em relação ao controle  (∆=0,421  0,045 μmol min-1g-1) (figura 

8B, tabela 6).  

Similarmente à alanina e ao piruvato, houve também inibição da 

produção de glicose e do consumo de oxigênio hepáticos no grupo WK 8º em 

relação ao controle quando o precursor foi o lactato 2 mM (figura 9). Houve inibição 

de 30,73% na produção de glicose (∆ WK 8º=0,435  0,056 μmol min-1g-1 e ∆ 

controle=0,628  0,061 μmol min-1g-1) e inibição de 42,44% no consumo de oxigênio 

(∆ WK 8º=0,453  0,059 μmol min-1g-1 e ∆ controle=0,787  0,097 μmol min-1g-1) 

(tabela 7).  

No entanto, não houve diferenças na produção de glicose (∆ WK 

8º=0,610  0,078 μmol min-1g-1 e ∆ controle=0,616  0,078 μmol min-1g-1) e no 

consumo de oxigênio (∆ WK 8º=0,716  0,115 μmol min-1g-1 e ∆ controle=0,758  

0,114 μmol min-1g-1) entre os ratos portadores de tumor e os controles durante a 

infusão de lactato 5,5 mM (figura 10, tabela 8). Vale lembrar que a concentração de 

lactato 5,5 mM é próxima a do lactato plasmático encontrada em animais portadores 

de tumor Walker-256 no 8º dia de desenvolvimento tumoral.  

A neoglicogênese e o consumo de oxigênio hepáticos a partir do 

glicerol 2 mM foram semelhantes nos ratos WK 8º e controles, como pode ser 

observado pelas taxas de produção de glicose (∆ WK 8º=0,379  0,047 μmol min-1g-1 

e ∆ controle=0,352  0,049 μmol min-1g-1) e de consumo de oxigênio (∆ WK 
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8º=0,043  0,057 μmol min-1g-1 e ∆ controle=0,094  0,060 μmol min-1g-1) (figura 11, 

tabela 9). 

Todos os animais do grupo WK 8º utilizados nos experimentos de 

perfusão de fígado apresentaram perda de massa corpórea superior a 10%, ou seja, 

estavam caquéticos (tabelas 5, 6, 7, 8 e 9). 

 

Figura 6 –Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 8º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8º) e controles 
durante a infusão de L-alanina 2,5 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 –Produções hepáticas de uréia (A), piruvato (B) e L-lactato (C) em ratos no 
8º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8º) e controles 
durante a infusão de L-alanina 2,5 mM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 4 a 8 experimentos. 
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Tabela 5 - Taxas (∆) de produção de glicose, uréia, piruvato e L-lactato e de 
consumo de oxigênio em fígados submetidos à perfusão com L-alanina 
2,5 mM, de ratos controles e portadores de tumor Walker-256, no 8º dia 
de desenvolvimento tumoral (WK 8º).  

Variável Controle WK 8º % do controle 
 

 Produção de glicose 
(mol min-1 g-1) 

 

 
0,222  0,008 

(n=5) 

 
0,102  0,019 *** 

(n=8) 

 
-54,05 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,638   0,038 
(n=5) 

0,319  0,056 ** 
(n=8) 

-50,00 

 Produção de uréia 
(mol min-1 g-1) 

 

0,392  0,059 
(n=5) 

0,289  0,019 
(n=8) 

--- 

 Produção de piruvato 
(mol min-1 g-1) 

 

0,289  0,069 
(n=4) 

0,249  0,018 
(n=8) 

--- 

 Produção de L-lactato 
(mol min-1 g-1) 

 

0,322  0,058 
(n=4) 

0,258  0,023 
(n=7) 

--- 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 14,470   1,398  
(n=8) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 3,540  0,432 
(n=8) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 18,010  1,513 
(n=8) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 19,407  1,146 
(n=8) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelos 
protocolos experimentais ilustrados nas figuras 6 e 7. As massas tumorais do flanco, das metástases 
e total e a perda de massa corpórea dos animais WK 8º também foram avaliadas.  
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de L-alanina e os respectivos valores basais (obtidos nos 
últimos 4 minutos antes da infusão de L-alanina). Valores representam a média  EPM. Diferenças 
entre as taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-
pareado. **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle. 
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Figura 8 –Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 8º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8º) e controles 
durante a infusão de piruvato 5 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 (∆) de produção de glicose e de consumo de oxigênio em fígados 
submetidos à perfusão com piruvato 5 mM, de ratos controles e 
portadores de tumor Walker-256, no 8º dia de desenvolvimento tumoral 
(WK 8º).  
Variável Controle WK 8º % do controle 

 
 Produção de glicose 

(mol min-1 g-1) 
 

 
0,391  0,024 

(n=7) 

 
0,293  0,014 * 

(n=5) 

 
-25,06 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,421   0,045 
(n=4) 

0,136  0,082 * 
(n=5) 

-67,70 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 9,446  1,870  
(n=5) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 2,857  1,002 
(n=5) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 12,304  2,803 
(n=5) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 16,799  2,701 
(n=5) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelo 
protocolo experimental ilustrado na figura 8. As massas tumorais do flanco, das metástases e total e a 
perda de massa corpórea dos animais WK 8º também foram avaliadas. 
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de piruvato e os respectivos valores basais (obtidos nos últimos 
4 minutos antes da infusão de piruvato). Valores representam a média  EPM. Diferenças entre as 
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-
pareado.*p<0,05 versus controle. 
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Figura 9 –Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 8º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8º) e controles 
durante a infusão de L-lactato 2 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 (∆) de produção de glicose e de consumo de oxigênio em fígados 
submetidos à perfusão com L-lactato 2 mM, de ratos controles e 
portadores de tumor Walker-256, no 8º dia de desenvolvimento tumoral 
(WK 8º).  

Variável Controle WK 8º % do controle 
 

 Produção de glicose 
(mol min-1 g-1) 

 

 
0,628  0,061 

(n=6) 

 
0,435  0,056 * 

(n=5) 

 
-30,73 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,787  0,097 
(n=8) 

0,453  0,059 * 
(n=7) 

-42,44 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 12,795  1,306  
(n=5) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 5,331  3,290 
(n=5) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 18,126  4,346 
(n=5) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 18,594  0,469 
(n=2) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelo 
protocolo experimental ilustrado na figura 9. As massas tumorais do flanco, das metástases e total e a 
perda de massa corpórea dos animais WK 8º também foram avaliadas. 
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de L-lactato e os respectivos valores basais (obtidos nos últimos 
4 minutos antes da infusão de L-lactato). Valores representam a média  EPM. Diferenças entre as 
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-
pareado.*p<0,05 versus controle. 
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Figura 10 – Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 8º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8º) e controles 
durante a infusão de L-lactato 5,5 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 (∆) de produção de glicose e de consumo de oxigênio em fígados 
submetidos à perfusão com L-lactato 5,5 mM, de ratos controles e 
portadores de tumor Walker-256, no 8º dia de desenvolvimento tumoral 
(WK 8º).  
Variável Controle WK 8º % do controle 

 
 Produção de glicose 

(mol min-1 g-1) 
 

 
0,616  0,078 

(n=7) 

 
0,610  0,078 

(n=8) 

 
--- 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,758  0,114 
(n=5) 

0,716  0,115 
(n=6) 

--- 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 11,553  0,409  
(n=8) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 2,234  0,451 
(n=8) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 13,787  0,686 
(n=8) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 19,862  2,572 
(n=3) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelo 
protocolo experimental ilustrado na figura 10. As massas tumorais do flanco, das metástases e total e 
a perda de massa corpórea dos animais WK 8º também foram avaliadas. 
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de L-lactato e os respectivos valores basais (obtidos nos últimos 
4 minutos antes da infusão de L-lactato). Valores representam a média  EPM. Diferenças entre as 
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-pareado. 
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Figura 11 – Produção de glicose (A) e consumo de oxigênio (B) em fígados de ratos 
no 8º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK 8º) e controles 
durante a infusão de glicerol 2 mM. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão 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 (∆) de produção de glicose e de consumo de oxigênio em fígados 
submetidos à perfusão com glicerol 2 mM, de ratos controles e portadores 
de tumor Walker-256, no 8º dia de desenvolvimento tumoral (WK 8º).  
Variável Controle WK 8º % do controle 

 
 Produção de glicose 

(mol min-1 g-1) 
 

 
0,352  0,049 

(n=5) 

 
0,379  0,047 

(n=5) 

 
--- 

 Consumo de oxigênio 
(mol min-1 g-1) 

 

0,094  0,060 
(n=4) 

0,043  0,057 
(n=4) 

--- 

Massa tumoral flanco (g) 
 

--- 10,872  1,325 
(n=5) 

--- 

Massa tumoral metástases (g) 
 

--- 1,193  0,200 
(n=5) 

--- 

Massa tumoral total (g) 
 

--- 12,066  1,450 
(n=5) 

--- 

Perda de massa corpórea (%) 
 

--- 17,769  1,567 
(n=5) 

--- 

Fígados de ratos com 24 horas de privação alimentar foram submetidos à perfusão in situ pelo 
protocolo experimental ilustrado na figura 11. As massas tumorais do flanco, das metástases e total e 
a perda de massa corpórea dos animais WK 8º também foram avaliadas. 
As taxas (∆) dos parâmetros metabólicos foram calculadas pela diferença entre os valores obtidos 
nos últimos 6 minutos após a infusão de glicerol e os respectivos valores basais (obtidos nos últimos 
4 minutos antes da infusão de glicerol). Valores representam a média  EPM. Diferenças entre as 
taxas dos grupos tumor Walker-256 e controle foram analisadas pelo teste t de Student não-pareado. 
 

4.3 AVALIAÇÃO DAS CITOCINAS SÉRICAS 

 

O TNFα, a IL-1β e a IL-6 foram indetectáveis no soro dos ratos 

portadores de tumor Walker-256 em todos os grupos analisados (WK 2º, WK 5º,   

WK 8º, WK 11º e WK 14º). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 

5 DISCUSSÃO 

 

Apesar dos inúmeros estudos relacionados à caquexia no câncer o 

conhecimento das interações entre o tumor e o hospedeiro é ainda muito 

fragmentado (CRAVO et al., 2000). Algumas informações disponíveis até o presente 

momento não são claras ou são controversas, evidenciando o alto grau de 

complexidade destas interações. 

Há, por exemplo, informações de que a neoglicogênese estaria 

aumentada nos pacientes com câncer/caquexia o que proporcionaria maior liberação 

de glicose pelo fígado e conseqüente aumento no aporte de glicose pelas células 

tumorais (BONGAERTS et al., 2006).  

A neoglicogênese, dada pela taxa de conversão 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 câncer. Adicionalmente, a neoglicogênese a partir do lactato foi 

aumentada em estudos de perfusão de fígado de ratos portadores de tumor 

(SHEARER et al., 1983) e há estudos demonstrando maior atividade da PEPCK em 

ratos com tumor (NOGUCHI et al., 1989). Além disso, hepatócitos isolados de ratos 

portadores de tumor apresentaram maior neoglicogênese quando incubados com 

lactato, alanina (BLUMBERG et al., 1993; ROH et al., 1984) ou glutamina (FISCHER 

et al., 1997). 

Por outro lado, há estudos de perfusão de fígado evidenciando 

redução da neoglicogênese hepática a partir da alanina em ratos portadores de 

tumor Walker-256, no 14º dia de desenvolvimento tumoral (CORBELLO-PEREIRA, 

2004). Similarmente, estudos de perfusão de fígado do nosso laboratório 

(CASSOLLA, 2008) mostraram diminuição da neoglicogênese, no 12º dia de 

desenvolvimento do tumor Walker-256, a partir de vários precursores de glicose 

(alanina, piruvato, lactato), mas não a partir do glicerol, e sugerem inibição na 

atividade de enzimas neoglicogênicas como a alanina aminotransferase, piruvato 

carboxilase e/ou a PEPCK (tabela 10). Liu e colaboradores (1990) também 

observaram diminuição da conversão da alanina em glicose em fígados de ratos 

portadores de adenocarcinoma mamário. 
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Tabela 10 – Neoglicogênese hepática e parâmetros relacionados ao longo do 
desenvolvimento do tumor/caquexia.  

Precursor 

neoglicogênico 

Variável WK 5º WK 8º WK 12º 

Produção de glicose < (38,81%) < (54,05%) < (55,81%) 

Consumo de oxigênio < (53,17%) < (50,00%) < (69,44%) 

Produção de uréia ≥ ≤ < (65,33%) 

Produção de piruvato > (57,93%) ≤ < (43,66%) 

 

 

L-alanina 2,5 mM 

Produção de L-lactato 

 

> (71,62%) ≤ ≤ 

Produção de glicose < (29,02%) < (25,06%) < (41,67%) Piruvato 5 mM 

Consumo de oxigênio 

 

≤ < (67,70%)  < (118,72%) 

Produção de glicose < (59,30%) < (30,73%) < (28,94%) L-lactato 2 mM 

Consumo de oxigênio 

 

< (45,23%) < (42,44%) < (49,31%) 

Produção de glicose ---- = ---- L-lactato 5,5 mM 

Consumo de oxigênio 

 

---- = ---- 

Produção de glicose ---- ---- = L-lactato 8 mM 

Consumo de oxigênio 

 

---- ---- = 

Produção de glicose = = = Glicerol 2 mM 

Consumo de oxigênio = = = 

Comparação da produção de glicose, uréia, piruvato e L-lactato e consumo de oxigênio a partir 
de vários precursores neoglicogênicos (L-alanina, pirvuvato, L-lactato, glicerol) no 5º, 8º e 12º dia 
de desenvolvimento do tumor Walker-256 (WK) em relação aos respectivos controles. 
Os símbolos < (menor), > (maior), = (igual), < (tendência a ser menor) ou > (tendência a ser 
maior) são em comparação aos respectivos controles. 

 

Diante destes resultados aparentemente contraditórios e 

considerando que os mesmos possam ser decorrentes das análises nos diferentes 

estudos terem sido feitas em diferentes estágios do desenvolvimento tumoral a 

proposta deste trabalho foi avaliar, em perfusão de fígado, a neoglicogenêse a partir 

dos precursores alanina, piruvato, lactato e glicerol, em ratos portadores de caquexia 

induzida por tumor Walker-256, na fase inicial (5º dia) e intermediária (8º dia) do 

desenvolvimento tumoral.  

Vale ressaltar que em todos os experimentos de perfusão de fígado 

os ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram perda de massa corpórea 

maior do que 10% (tabelas 1 a 9), confirmando a presença de caquexia nesses 
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animais. A perda de massa corpórea média no 5º e 8º dia de desenvolvimento 

tumoral foi de aproximadamente 13% e 18% respectivamente. 

Inicialmente foi avaliada a neoglicogênese hepática a partir da 

alanina. Como ilustra a figura 12, a alanina captada pelo hepatócito é convertida a 

piruvato pela enzima desaminadora alanina aminotransferase, que transfere o NH3 

da porção amino da alanina ao -cetoglutarato formando o glutamato. O glutamato, 

dentro da mitocôndria, libera o íon amônio utilizado na síntese da uréia. O piruvato 

formado é convertido em glicose, por uma série de reações catalisadas por enzimas, 

algumas das quais são 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 infusão de alanina no fígado resulta em produção de 

glicose, piruvato, lactato e uréia (figuras 1, 2, 6 e 7). Parte da glicose formada é 

utilizada como fonte de energia para o fígado, visto que a própria via neoglicogênica 

necessita de ATP, através de metabolismo aeróbico, com aumento do consumo de 

oxigênio, o aceptor final de elétrons. Desse modo, a infusão hepática de qualquer 

precursor neoglicogênico aumenta, além da produção de glicose, o consumo de 

oxigênio (figuras 1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 e 11).  

Como esperado, em todos os experimentos de perfusão de fígado 

tanto no 5º como no 8º dia de desenvolvimento tumoral, o consumo de oxigênio 

acompanhou a produção hepática de glicose, exceto para a perfusão com piruvato 

no 5º dia de tumor onde a redução da neoglicogênese foi acompanhada apenas por 

tendência de redução do consumo de oxigênio (tabela 10). 
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Figura 12 – Neoglicogênese hepática 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-
fosfoglicerato; 1,3-DPGA, 1,3-difosfoglicerato; GAP, gliceraldeído 3-fosfato; DHAP, dihidroxiacetona 
fosfato; Glicerol-P, glicerol fosfato; Fru-1,6-P2, frutose 1,6-bifosfato; Fru-6-P, frutose 6-fosfato; Gli-6-P, 
glicose 6-fosfato; PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (CASSOLLA, 2008).  

 

Os resultados do presente trabalho evidenciaram, como nos estudos 

de Cassola (2008) realizados no 12º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256, 
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inibição da neoglicogênese hepática no 5º e 8º dia de desenvolvimento tumoral a 

partir da alanina 2,5 mM (figuras 1A e 6A). Com a infusão de alanina, ocorreu 

inibição de 38,81% e 54,05% na produção hepática de glicose respectivamente no 

5º e 8º dia após a inoculação das células tumorais (tabela 10). A inibição observada 

por Cassolla (2008) no 12º dia de desenvolvimento tumoral foi de 55,81% (tabela 

10).  

No 5º dia de desenvolvimento do tumor Walker-256, fígados 

submetidos à perfusão com alanina apresentaram aumento na produção de piruvato 

(57,93%) e lactato (71,62%) e tendência a aumento na produção de uréia (tabela 

10). No entanto, no 8º dia de desenvolvimento tumoral, foi encontrada tendência à 

diminuição tanto na produção de piruvato, como de lactato e uréia a partir da alanina 

(tabela 10). No 12º dia de desenvolvimento tumoral, Cassolla (2008) observou 

diminuição na produção de piruvato (43,66%) e uréia (65,33%) e tendência à 

diminuição na produção de lactato (tabela 10).  

Analisando-se em conjunto os resultados da produção hepática de 

glicose, piruvato, lactato e uréia a partir da alanina no 5º e 8º dia e também no 12º 

dia de tumor (tabela 10) pode-se inferir que a alanina aminotransferase não está 

inibida no 5º dia de tumor, uma vez que houve aumento na produção de piruvato e 

lactato e tendência a aumento na produção de uréia. Pode-se também levantar a 

hipótese de que a alanina aminotransferase começa a ser inibida próximo ao 8º dia 

de tumor, encontrando-se inibida no 12º dia de desenvolvimento tumoral.  

Esses resultados corroboram aqueles encontrados por Corbello-

Pereira e colaboradores (2004), ou seja, menor produção de glicose, uréia e lactato 

a partir da alanina, sugerindo inibição da alanina aminotransferase, no 14º dia de 

desenvolvimento do tumor Walker-256. 

Baixas concentrações de alanina são encontradas no sangue de 

ratos com câncer (INCULET et al., 1987), enquanto altas concentrações de alanina 

foram detectadas em fígados de animais portadores de tumor (RIVERA et al., 1988), 

sugerindo captação elevada de alanina pelo fígado nesta condição. Este aumento da 

captação de alanina pode ser devido à ação do TNF que em combinação com o 

glucagon estimulam o transporte de aminoácidos no fígado, como demonstrado por 

estudos em hepatócitos isolados (INOUE et al., 1995). Uma vez que a captação de 

alanina não está diminuída em ratos portadores de tumor, a explicação para a 

inibição da neoglicogênese hepática a partir da alanina no 5º, 8º e 12º dia de tumor 
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pode estar, de fato, na redução da atividade das enzimas regulatórias da via 

neoglicogênica, ou ainda na diminuição da concentração hepática dessas enzimas.  

Adicionalmente, quando o precursor neoglicogênico infundido no 

fígado foi o piruvato 5 mM, também ocorreu inibição da produção de glicose no 5º e 

8º dia após a inoculação das células tumorais (figuras 3A e 8A). No 5º dia houve 

inibição de 29,02% e no 8º dia houve inibição de 25,06%. Dados anteriores obtidos 

no laboratório (CASSOLLA, 2008) mostraram inibição mais intensa (41,67%) no 12º 

dia de tumor (tabela 10). Estes resultados sugerem que outras enzimas que 

poderiam estar inibidas no fígado destes animais são a piruvato carboxilase, 

PEPCK, frutose 1,6-bifosfatase e/ou a glicose 6-Pase, como pode ser deduzido da 

análise da figura 12. 

O menor grau de redução da neoglicogênese a partir do piruvato em 

relação ao encontrado pela alanina (tabela 10), no 5º e 8º dia de desenvolvimento 

tumoral, reforça os achados anteriores de inibição da alanina aminotransferase nos 

animais portadores de tumor, como pode ser também deduzido da análise da figura 

12. O mesmo acontece no 12º dia de tumor como observado por Cassolla (2008) 

(tabela 10). 

Similarmente à infusão de piruvato, quando o precursor 

neoglicogênico foi o lactato 2 mM houve redução na produção de glicose no 5º 

(59,30%) e 8º (30,73% ) dia de desenvolvimento tumoral (figuras 4A e 9A). Cassolla 

(2008) encontrou redução de 28,94% na produção de glicose no 12º dia de tumor 

(tabela 10). 

Como as porcentagens de inibição da produção hepática de glicose 

a partir do lactato 2 mM foi maior do que a partir do piruvato 5 mM no 5º dia de 

tumor, pode-se sugerir (figura 12) diminuição na captação hepática de lactato e/ou 

inibição da lactato desidrogenase hepática neste estágio de desenvolvimento 

tumoral. Estas alterações foram amenizadas no 8º e 12º dia de tumor. 

O lactato é um importante substrato neoglicogênico e suas 

concentrações plasmáticas foram crescentes ao longo do desenvolvimento do tumor 

Walker-256, estando correlacionadas com o tamanho da massa tumoral e grau de 

caquexia. Dados do laboratório (CASSOLLA, 2008) demonstraram que enquanto a 

concentração de lactato plasmático de animais saudáveis é de aproximadamente     

2 mM a dos animais portadores de tumor foram próximas a 5,5 mM (8º dia), 8 mM 
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(12º dia) e 9,5 mM (14º dia) correspondendo respectivamente a aumentos de 128%, 

218% e 282%.  

Como a capacidade do fígado para responder a um substrato 

neoglicogênico in vivo depende, entre outros fatores, da concentração plasmática do 

precursor (CORBELLO-PEREIRA et al., 2004), perfusões de fígado no grupo WK 8º 

e controle foram realizadas a partir do lactato 5,5 mM, com a finalidade de se 

mimetizar as condições fisiológicas dos animais portadores de tumor. 

Os fígados dos animais do grupo controle responderam sempre de 

forma semelhante quando submetidos à perfusão com lactato 2 mM, 5,5 mM (figuras 

9 e 10) ou  8 mM (CASSOLLA, 2008), confirmando que a concentração de 2 mM já é 

saturante para a produção hepática de glicose nos animais saudáveis. Entretanto, 

enquanto no 8º dia de tumor houve redução da produção hepática de glicose a partir 

do lactato 2 mM, a produção de glicose foi semelhante a do controle quando os 

fígados foram perfundidos com lactato 5,5 mM, como se a via fosse restaurada pela 

maior concentração de substrato.  

Estudos anteriores (CASSOLLA, 2008) também mostraram que 

fígados de ratos portadores de tumor Walker-256 no 12º dia apresentaram redução 

da neoglicogênese a partir do lactato 2 mM, mas não do lactato 8 mM (tabela 10). 

De forma similar, em outros estudos (VEIGA et al., 2008) a neoglicogênese a partir 

do lactato mais piruvato (2/0,2 mM) foi menor nos animais portadores de tumor, no 

14º dia, e a elevação das concentrações de lactato/piruvato para 6/0,3 mM produziu 

redução na diferença entre o grupo portador de tumor e controle. 

Em conjunto, estes resultados indicam alteração da concentração 

saturante de lactato para produção de glicose em fígados de animais portadores de 

tumor Walker-256. É possível que isto seja decorrente do aumento da captação 

hepática 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 captação de lactato pelo fígado e isto 

poderia atenuar a redução da neoglicogênese decorrente da inibição das enzimas 

regulatórias. 

Finalmente, quando o precursor neoglicogênico utilizado foi o 

glicerol, não houve diferenças na produção de glicose e no consumo de oxigênio nos 

animais no 5º e 8º dia de desenvolvimento do tumor, em relação aos seus 

respectivos controles (figuras 5A e 11A, tabela 10). Estes resultados, juntamente 
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com os citados anteriormente, sugerem que enzimas regulatórias da neoglicogênese 

hepática como a alanina aminotransferase, a piruvato carboxilase e/ou a PEPCK 

possam estar inibidas no estado portador de tumor, mas não as enzimas que 

catalisam reações posteriores à 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 não contribuir muito para a produção de glicose, 

contribuição de somente 3% para a produção da glicose total (LUNDHOLM, 1982), 

diante da inibição da neoglicogênese a partir de outros precursores, este substrato 

pode ter um papel relevante no impedimento de hipoglicemia acentuada e contribuir 

para manutenção da vida do portador de tumor. 

A procura dos agentes que causam mudanças na neoglicogênese 

hepática tem sido concentrada nas citocinas pró-inflamatórias, como o TNF e as 

interleucinas, em pacientes e animais com câncer (KELMER-BRACHT et al., 2006). 

Altas concentrações de TNF, IL-1 e IL-6 têm sido encontradas em alguns pacientes 

com câncer e os níveis circulantes destas citocinas parecem correlacionar com a 

progressão 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 concentração sérica de TNF,    

IL-1β e IL-6 foram indetectáveis ao longo do processo de desenvolvimento do tumor 

Walker-256. Como o TNF e as interleucinas IL-1β e IL-6 são considerados 

importantes mediadores da caquexia, é possível que estas citocinas possam ser 

produzidas localmente nos tecidos, atuando como mediadores autócrinos/parácrinos 

(TISDALE, 1997) e, desse modo, promovendo muitas das alterações metabólicas 

observadas na caquexia associada ao câncer, como inibição da neoglicogênese 

hepática.  

Um trabalho realizado por Caton e colaboradores (2009) mostrou 

que a administração de lipolissacarídeo em ratos, condição que leva ao aumento de 

TNFα, reduziu o RNAm e a atividade da PEPCK mitocondrial hepática e aumentou 

os níveis de RNAm da PEPCK citosólica hepática, no entanto a atividade da mesma 

permaneceu inalterada. Nesse mesmo trabalho (CATON et al., 2009), foi 
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demonstrado em cultura de hepatócitos aumento da produção de glicose a partir do 

lactato, porém quando os hepatócitos foram incubados simultaneamente com lactato 

e TNFα, houve redução na produção de glicose, diminuição da concentração de 

RNAm da PEPCK mitocondrial e de sua atividade, e não alteração da concentração 

de RNAm da PEPCK citosólica e de sua atividade. Além disso, foi observado que a 

administração de TNFα diminui a atividade da PEPCK, a qual foi associada à 

redução da sua taxa de transcrição (METZGER et al., 1997). 

Outros estudos demonstraram que o TNF, em baixas doses (18 

g/Kg), diminuiu a expressão da PEPCK em camundongos (HILL & MCCALLUM 

apud KELMER-BRACHT et al., 2006), um efeito que pode estar relacionado com a 

redução da neoglicogênese hepática. Em concordância, Kelmer-Bracht e 

colaboradores (2006) demonstraram que a administração de baixas doses de TNF 

e IL-1, isoladamente (10 g/Kg) ou simultaneamente (5 g/Kg de cada citocina), 

inibiu a neoglicogênese hepática a partir da alanina em ratos, reproduzindo as 

alterações observadas nos ratos portadores de tumor de Walker-256. Porém, 

Blumberg e colaboradores (1995b) observaram que a injeção de altas doses de 

TNF (250 g/Kg) aumentou a neoglicogênese da alanina em hepatócitos isolados. 

Estes dados aparentemente contraditórios permitem inferir que o tipo de efeito das 

citocinas na neoglicogênese, estimulatório ou inibitório, pode ser dependente da sua 

concentração circulante.  

Em relação aos efeitos da IL-1β na neoglicogênese hepática, foi 

verificado que camundongos portadores de tumor secretor de IL-1β tiveram as 

atividades das enzimas-chave da neoglicogênese, PEPCK e glicose 6-Pase, 

diminuídas, assim como seus níveis de RNAm (METZGER et al., 2004). A 

administração de baixas doses de IL-1β inibiu a neoglicogênese hepática a partir do 

precursor alanina em estudos de perfusão de fígado (KELMER-BRACHT et al., 

2006) e a adição de IL-1β e IL-10 em cultura de hepatócitos reduziu a atividade da 

PEPCK e inibiu a produção de glicose (YERKOVICH et al., 2004). 

Em contraste com estas evidências, Blumberg e colaboradores 

(1995a) observaram que a IL-6 aumentou a neoglicogênese em hepatócitos de ratos 

incubados por 24 horas. 

Embora os nossos resultados demonstram que a capacidade 

neoglicogênica hepática, a partir de vários precursores de glicose (alanina, piruvato 
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ou lactato 2 mM), encontra-se reduzida em ratos portadores de tumor Walker-256, 

deve-se levar em consideração que os estudos foram realizados em perfusão de 

fígado in situ, uma técnica onde o fígado é isolado da circulação. É preciso 

considerar que in vivo o fígado pode sofrer influência de fatores circulatórios, 

alterados no estado portador do tumor, que poderiam afetar a neoglicogênese.  

Sabe-se que a neoglicogênese depende: a) da disponibilidade de 

precursores neoglicogênicos para o fígado (VEIGA et al., 2008); b) da taxa de 

captação de substratos neoglicogênicos (RIVERA et al., 1988); c) da atividade e/ou 

concentração das enzimas-chave da neoglicogênese (NOGUCHI et al., 1989); e d) 

do fornecimento de NADH e ATP.  

Na caquexia do câncer ocorre depleção de massa muscular e tecido 

adiposo e os aminoácidos neoglicogênicos e glicerol liberados, respectivamente 

destes tecidos no sangue, são utilizados como precursores da síntese de glicose no 

fígado (BARACOS, 2000; MacDONALD, 2000). De modo semelhante, o lactato 

proveniente do metabolismo anaeróbico da célula tumoral, onde é produzido em 

grande quantidade, é liberado no sangue e convertido em glicose no fígado 

(BONGAERTS et al., 2006). Assim, por aumento da disponibilidade de precursores 

de glicose, a neoglicogênese hepática poderia estar aumentada em portadores de 

câncer/caquexia.  

A maior concentração de ácido graxo livre (MLINAR et al., 2007; 

CASSOLLA, 2008) e o aumento da razão glucagon/insulina (LEIJ-HALFWERK et al., 

2000) em portadores de câncer, também são fatores que poderiam contribuir para o 

aumento da neoglicogênese neste estado patológico.  

Um aumento nos ácidos graxos plasmáticos nos portadores de 

tumor (MLINAR et al., 2007; CASSOLLA, 2008), resultante da ação do LMF e de 

citocinas estimuladoras da lipólise (TISDALE, 1997, 2003 & 2004), e 

conseqüentemente da sua oxidação hepática, poderia estimular a neoglicogênese 

(MLINAR et al., 2007) pela maior geração de: a) acetil-CoA, a qual ativa a piruvato 

carboxilase e PEPCK; b) NADH, que favorece a gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase; c) ATP, que é usado como fonte de energia na neoglicogênese; e d) 

citrato, que favorece a transformação de frutose 1,6-bifosfato em frutose 6-fosfato 

(LAM et al., 2003; VEIGA et al., 2008). De fato, a inibição da neoglicogênese a partir 

do lactato+piruvato em ratos portadores de tumor Walker-256 foi praticamente 
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normalizada quando os fígados dos animais foram submetidos à perfusão com 

lactato+piruvato+ácido graxo (VEIGA et al., 2008). 

É sabido que o aumento da razão glucagon/insulina pode estimular 

as enzimas regulatórias da neoglicogênese (YOUNES & NOGUCHI, 2000). O 

glucagon, por exemplo, aumenta a síntese de PEPCK e a insulina diminui (YOUNES 

& NOGUCHI, 2000). Animais portadores de tumor mostraram concentrações 

plasmáticas de glucagon aumentadas e de insulina diminuídas (INCULET et al., 

1987). Em concordância, ilhotas de Langerhans isoladas de ratos caquéticos 

portadores de tumor Walker-256 secretaram menos insulina em resposta à glicose 

(FERNANDES, 1990). Adicionalmente, a razão glucagon/insulina foi observada alta 

em pacientes com câncer de pulmão com perda de peso quando comparada com a 

de pacientes com câncer de pulmão sem perda de peso (LEIJ-HALFWERK et al., 

2000). A hiperglucagonemia e a hipoinsulinemia podem ser a alteração hormonal 

mais importante relacionada às mudanças do metabolismo de carboidratos em 

portadores de tumor (BARTLETT et al., 1995). 

Portanto, in vivo, o efeito estimulatório do aumento dos ácidos 

graxos circulantes e da maior razão glucagon/insulina sobre a neoglicogênese 

hepática poderia sobrepor ao efeito inibitório, por exemplo, das citocinas nesta via 

metabólica e isto poderia explicar, pelo menos em parte, o aumento da 

neoglicogênese relatada em indivíduos com câncer.  
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que: 

 

 O tumor Walker-256 induziu eficazmente o estado de caquexia nos ratos no 5º e 

8º dia de desenvolvimento tumoral.  

 

 Houve inibição da produção hepática de glicose (neoglicogênese) a partir dos 

precursores alanina 2,5 mM, piruvato 5 mM ou lactato 2 mM, mas não a partir do 

glicerol 2 mM, no 5º e 8º dia de desenvolvimento tumoral. Estes resultados, 

juntamente com os de produção hepática de lactato, piruvato e uréia a partir da 

alanina, permitem sugerir que houve inibição de enzimas regulatórias da 

neoglicogênese, como a piruvato carboxilase e/ou PEPCK (no 5º e 8º dia de 

tumor) e tendência de inibição da alanina aminotransferase (no 8º dia de tumor), 

mas não houve inibição das enzimas que catalisam reações posteriores à 

entrada do glicerol (frutose 1,6-bifosfatase e G-6-Pase), nos ratos portadores de 

tumor.  

 

 Diferentemente da redução da neoglicogênese a partir do lactato 2 mM, não 

houve inibição da neoglicogênese hepática a partir do lactato 5,5 mM no 8º dia 

de desenvolvimento tumoral, indicando alteração da concentração saturante de 

lactato para a produção de glicose em fígados de animais portadores de tumor. 

Portanto, é possível que a concentração mais elevada de lactato nos animais 

com tumor contribua para o impedimento de hipoglicemia acentuada e, portanto 

para a manutenção da vida do hospedeiro portador de tumor. 

 

 O TNFα, a IL-1β e a IL-6 não foram detectáveis no soro dos animais no 2º, 5º, 8º, 

11º e 14º dia de tumor. Provavelmente, estas citocinas, produzidas no fígado e 

em outros tecidos, atuam como mediadores autócrinos/parácrinos e, desse 

modo, promovem muitas das alterações metabólicas observadas na caquexia 

associada ao tumor Walker-256, entre as quais a inibição da neoglicogênese 

hepática, por redução da expressão e/ou atividade de enzimas regulatórias da 

neoglicogênese.  
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Em síntese, este trabalho mostrou inibição da neoglicogênese em 

perfusão de fígado in situ na caquexia associada ao câncer, acrescentando 

conhecimento científico, principalmente porque não há estudos em que a 

neoglicogênese hepática e os parâmetros metabólicos relacionados foram avaliados 

ao longo do desenvolvimento da caquexia, particularmente a induzida por tumor 

Walker-256.  
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