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BIAZI, Giuliana Regina. Resposta hepéatica ao glucagon, a agonistas
adrenérgicos e ao AMPc na glicogendlise, neoglicogénese e glicolise em ratos
com caquexia induzida por tumor Walker-256. 2018. 48 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Portadores de cancer apresentam alteragcdes no metabolismo de proteinas, lipideos
e carboidratos que resultam em perda acentuada de massa muscular e adiposa e de
peso corpéreo (caquexia). Estas anormalidades metabdlicas que resultam na
caquexia do cancer sdo causadas por fatores catabdlicos produzidos pelo tumor,
como o fator indutor de protedlise (PIF) e o fator mobilizador de lipideos (LMF), e
pelas citocinas pro-inflamatérias (TNFa, IL1 e IL6) produzidas pelo sistema imune e
tumor. E possivel que a resisténcia insulinica também contribua para as
anormalidades metabdlicas presentes na caquexia do céancer, visto que a insulina
possui importantes efeitos anabdlicos e anti-catabdlicos. Embora a resisténcia a
insulina esteja bem estabelecida em portadores de cancer, a resposta ao glucagon e
a adrenalina nesta doenca, particularmente no metabolismo hepético da glicose, é
pouco conhecida. Diante disto, o objetivo deste estudo foi investigar a resposta
hepética ao glucagon, aos agonistas adrenérgicos fenilefrina (a) e isoproterenol (B) e
ao AMPc (mensageiro intracelular do glucagon e da adrenalina) na glicogendlise,
neoglicogénese e glicolise em ratos portadores de tumor Walker-256. Para este
propésito, foram utilizados ratos portadores de tumor Walker-256, com 12 dias de
desenvolvimento tumoral, e ratos saudaveis (controles). A resposta para o glucagon,
agonistas adrenérgicos e AMPc foi avaliada em perfusdo de figado in situ. O
contetido de ATP no figado também foi quantificado. O glucagon (1 nM) estimulou a
glicogendlise e a neoglicogénese e inibiu a glicélise no figado dos ratos saudaveis e
portadores de tumor, porém seus efeitos foram menores nos ratos portadores de
tumor. O isoproterenol (20 uM) estimulou a glicogendlise, a neoglicogénese e a
glicdlise nos ratos saudaveis, mas praticamente ndo teve efeitos nos ratos
portadores de tumor. O AMPc (9 uM) também estimulou a glicogendlise e a
neoglicogénese e inibiu a glicdlise nos ratos saudaveis, mas praticamente néo teve
efeito nos ratos portadores de tumor. A fenilefrina (2 uM) estimulou a glicogendlise e
a neoglicogénese e inibiu a glicolise, sendo estes efeitos também menores nos ratos
portadores de tumor. O conteudo de ATP no figado dos ratos portadores de tumor
foi menor em comparacgdo ao dos ratos saudaveis. Em conclusdo, ratos portadores
de tumor Walker-256 apresentaram menor resposta hepatica ao glucagon, aos
agonistas adrenérgicos (a e B) e ao AMPc na glicogendlise, neoglicogénese e
glicdlise, a qual pode ser devida a reduzida taxa de fosforilacdo de enzimas
regulatérias destas vias, causada pelo baixo conteiddo de ATP no figado. Nossos
estudos mostram pela primeira vez que um déficit de ATP pode estar associado a
reducdo das respostas ao glucagon, isoproterenol, AMPc e a fenilefrina no
metabolismo hepético da glicose dos ratos portadores de tumor.

Palavras-chave: Cancer. Caquexia. Perfusdo de figado. Metabolismo da glicose.



BIAZI, Giuliana Regina. Hepatic response to glucagon, cAMP and adrenergic
agonists on glycogenolysis, gluconeogenesis and glycolysis in rats with
Walker-256 tumor-induced cachexia. 2018. 48 p. Dissertation (Master's Degree in
Physiological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Cancer carriers show changes in the metabolism of proteins, lipids and
carbohydrates that result in marked loss of muscle and fat mass and body weight
(cachexia). These metabolic abnormalities that result in cancer cachexia are caused
by catabolic factors produced by the tumor, such as the proteolysis inducing factor
(PIF) and the lipid mobilizing factor (LMF), and the proinflammatory cytokines (TNFa,
IL1 and IL6) produced by the immune system and tumor. It is possible that insulin
resistance also contributes to the metabolic abnormalities present in cancer
cachexia, since insulin has important anabolic and anti-catabolic effects. Although
insulin resistance is well established in cancer patients, the response to glucagon
and adrenaline in this disease, particularly in hepatic glucose metabolism, is poorly
understood. The objective of this study was to investigate the hepatic response to
glucagon, to adrenergic agonists phenylephrine (a) and isoproterenol (B) and to
cAMP (intracellular messenger of glucagon and adrenaline) on glycogenolysis,
gluconeogenesis and glycolysis in Walker-256 tumor-bearing rats. For this purpose,
Walker-256 tumor-bearing rats, with 12 days of tumor development, and healthy rats
(controls) were used. The response to glucagon, adrenergic agonists and cAMP was
evaluated by in situ liver perfusion. The ATP content in the liver was also quantified.
Glucagon (1 nM) stimulated glycogenolysis and gluconeogenesis and inhibited
glycolysis in the liver of healthy and tumor-bearing rats, but it's effects were lower in
tumor-bearing rats. Isoproterenol (20 uM) stimulated glycogenolysis,
gluconeogenesis and glycolysis in healthy rats, but had virtually no effect on tumor-
bearing rats. cAMP (9 uM) also stimulated glycogenolysis and gluconeogenesis and
inhibited glycolysis in healthy rats, but practically had no effect in tumor-bearing rats.
Phenylephrine (2 uM) stimulated glycogenolysis and gluconeogenesis and inhibited
glycolysis and these effects were also lower in tumor-bearing rats. The ATP content
in the liver of tumor-bearing rats was lower in comparison to that of healthy rats. In
conclusion, Walker-256 tumor-bearing rats showed a lower hepatic response to
glucagon, adrenergic agonists (a and ) and cAMP in glycogenolysis,
gluconeogenesis and glycolysis, which may be due to the reduced rate of
phosphorylation of regulatory enzymes of these pathways, caused by the low ATP
content in the liver. Our studies show for the first time that an ATP deficit may be
associated with reduced response to glucagon, isoproterenol, phenylephrine and
cAMP in hepatic glucose metabolism of tumor-bearing rats.

Key words: Cancer. Cachexia. Liver perfusion. Glucose metabolism.
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1. INTRODUCAO

Portadores de cancer frequentemente apresentam caquexia, uma sindrome
caracterizada por catabolismo severo de proteinas e lipideos, que resulta em perda
acentuada de massa muscular e adiposa e de peso corpéreo (AOYAGI et al., 2015;
ARGILES et al., 2014; EVANS et al., 2008; MENDES et al., 2015; MUELLER et al.,
2015; TISDALE, 1997, 2009, 2010). A caquexia € a principal causa de morbidade e
mortalidade em pacientes com cancer avancado (ARGILES et al., 2014;
PORPORATO, 2016).

Embora as causas da caquexia do cancer sejam complexas e ndo muito
bem entendidas, diversos fatores tém sido apontados como mediadores do processo
caquético, entre os quais se destacam o fator indutor de protedlise (PIF) e o fator
mobilizador de lipideos (LMF), produzidos pelo tumor, e as citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e as interleucinas 1 (IL1)
e 6 (IL6), produzidas pelo sistema imune e tumor (LOBERG et al., 2007; RAMOS et
al., 2004; RUBIN, 2003; TISDALE, 2010). Estes fatores estimulam as vias de
degradacdo de proteinas (protedlise) e/ou lipideos (lipdlise) e inibem as vias
biossintéticas correspondentes (ARGILES et al., 2014; FEARON; GLASS;
GUTTRIDGE, 2012; MUELLER et al., 2015; PORPORATO, 2016; TISDALE, 2009).

Além destes mediadores classicos da caquexia, outro fator que parece
contribuir para a caquexia do céncer é a resisténcia insulinica. A resisténcia a
insulina é frequentemente observada em pacientes (COPELAND et al., 1987;
HONORS, KINZIG, 2012; LUNDHOLM et al., 1978; ROFE et al., 1994; TAYEK,
1992) e animais com cancer (ASP et al., 2010; DE SOUZA et al., 2015b; MIKSZA et
al., 2013) e pode exacerbar a caquexia, visto que a insulina exerce potentes efeitos
anabolicos e anti-catabolicos no metabolismo de lipideos e proteinas (WILCOX,
2005).

A resisténcia a insulina no cancer tem sido relacionada ao aumento de
citocinas (TNFa e IL6) e de acidos graxos livres (AGLS) no sangue. Estes fatores
ativam serinas quinases que fosforilam proteinas da cascata de sinalizacdo da
insulina em residuos de serina, diminuindo a fosforilagdo em tirosina, e desse modo
prejudicando a transmissdo do sinal insulinico (CAPURSO; CAPURSO, 2012;
KANETY et al., 1995; KIM et al., 2004; WARNE, 2003).

Além de alteracdes no metabolismo de lipideos e proteinas, portadores de

cancer apresentam anormalidades no metabolismo de carboidratos, incluindo



11

alteracbes no metabolismo hepético da glicose (glicogendlise, neoglicogénese e
glicdlise).

A glicogendlise hepética esta aumentada e o contetdo de glicogénio esta
diminuido no figado de portadores de céancer (CASSOLLA et al., 2011; HIRAI,
ISHIKO; TISDALE, 1997; VICENTINO et al., 2002). A deplecdo do glicogénio
hepatico em portadores de cancer parece ser mediada pela acdo catabdlica do LMF.
O LMF estimula a glicogendlise por aumentar a adenosina monofosfato ciclica
(AMPc), via receptores B3 adrenérgicos (HIRAI; ISHIKO; TISDALE, 1997).

A neoglicogénese hepatica também esta aumentada em pacientes com
caquexia do cancer (LUNDHOLM et al., 1982; WATERHOUSE; JEANPRETRE;
KEILSON, 1979). Entre os fatores envolvidos no aumento da neoglicogénese nesta
doenca esta a maior concentracdo de AGLs no sangue (CASSOLLA et al., 2011). Os
AGLs estimulam enzimas-chave da neoglicogénese (piruvato carboxilase e
fosfoenolpiruvato carboxiquinase - PEPCK) e aumentam a razdo NADH/NAD*
(potencial redox) e a producdo de ATP (DELARUE; MAGNAN, 2007), fatores
estimuladores da neoglicogénese. O aumento da neoglicogénese condiz com a
liberacdo hepatica de glicose aumentada em pacientes com cancer (40%) (TAYEK,
1992).

Contudo, ha vérios estudos (CORBELLO-PEREIRA et al., 2004; VEIGA et
al., 2008), incluindo o do nosso laboratorio (MOREIRA et al., 2013), mostrando
reducao da neoglicogénese em ratos portadores de tumor Walker-256. Porém, estes
estudos foram realizados em perfusdo de figado, uma técnica onde o figado é
isolado da circulagdo e néo recebe os fatores estimuladores da neoglicogénese,
alterados no sangue dos ratos portadores de tumor, como o aumento de AGLs e
lactato (CASSOLLA et al., 2011) e a reducédo da insulinemia (DE FATIMA-SILVA et
al., 2017; DE MORAIS et al., 2017; FERNANDES et al., 1990).

Reducédo da glicélise a partir da glicose exdgena, mas ndo a partir da glicose
endogena, foi também observada em figados de ratos portadores de tumor Walker-
256 e parece ser devida a inibicdo da glicoquinase (VICENTINO et al., 2002), a
enzima que fosforila a glicose que entra no hepatdcito, favorecendo a sua captacéo.

E possivel que resisténcia a insulina (DE SOUZA et al., 2015b; MIKSZA et
al., 2013) e a hipoinsulinemia (DE FATIMA-SILVA et al., 2017; DE MORAIS et al.,
2017; FERNANDES et al., 1990) presentes nos ratos portadores de tumor Walker-
256 contribuam para a reducao da glicolise, a partir da glicose exdgena, visto que a
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insulina estimula a glicoquinase (IYNEDJIAN, 2009). Similarmente, € possivel que
resisténcia a insulina e a hipoinsulinemia contribuam para a deplec¢édo do glicogénio
em ratos portadores de tumor Walker-256 e para o aumento da neoglicogénese
hepatica em pacientes com cancer, uma vez que a insulina inibe as vias hepéticas
produtoras de glicose (glicogendlise e neoglicogénese).

Embora a resisténcia a insulina esteja bem estabelecida em portadores de
cancer, poucos estudos tém avaliado a resposta para outros hormonios, como por
exemplo, o glucagon e a adrenalina, neste estado patologico. Uma resposta alterada
para estes hormonios, os quais desempenham efeitos metabdlicos importantes,
também pode estar relacionada as anormalidades no metabolismo hepatico da
glicose.

O glucagon e a adrenalina sdo hormdnios contrarreguladores que aumentam
a glicemia por estimularem a glicogenolise e a neoglicogénese hepatica. Além disso,
o glucagon inibe a glicdlise, um efeito que contribui para 0 aumento da liberacdo de
glicose pelo figado (PILKIS; GRANNER, 1992).

Como esquematizado na Figura 1, os efeitos do glucagon e da adrenalina
(via receptores B-adrenérgicos) no figado sdo mediados pelo aumento intracelular de
AMPc (segundo mensageiro).

Estes hormdnios, apds ligarem-se aos seus receptores especificos, e por
intermédio da proteina Gs, ativam a adenilato-ciclase (AC), a enzima que converte 0
ATP em AMPc. O AMPc gerado ativa a proteina quinase dependente de AMPc
(PKA), a qual fosforila muitas enzimas envolvidas na regulacdo do metabolismo do
glicogénio, da neoglicogénese e da glicolise.

A PKA ativada por AMPc fosforila e ativa a fosforilase b quinase, que por sua
vez fosforila e ativa a glicogénio fosforilase, a enzima-chave da glicogendlise,
aumentando o catabolismo do glicogénio (EXTON, 1987; PILKIS; GRANNER, 1992;
RAMNANAN et al., 2011) (Figura 1).

A PKA ativada por AMPc também fosforila a enzima bifuncional,
aumentando sua atividade fosfatase. Isto aumenta a conversdo da frutose-2,6-
bisfosfato para frutose-6-fosfato, diminuindo a concentracdo de frutose-2,6-
bisfosfato, um inibidor competitivo da frutose-1,6-bisfosfatase. Isto resulta em
aumento de atividade da frutose-1,6-bisfosfatase, enzima-chave da neoglicogénese
e estimulacdo desta via (MILLER; BIRNBAUM, 2016; PILKIS; GRANNER, 1992)
(Figura 1).
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Figura 1 — Vias de sinalizagdo do glucagon e da adrenalina no metabolismo hepético
da glicose: 1) via AC/AMPc/PKA e 2) via PLC/Ca®'/PKC. Adenilato ciclase
(AC); adenosina monofosfato ciclica (AMPc); adenosina trifosfato (ATP); calcio
(Ca?"); ciclo de Krebs (CK); fosfolipase C (PLC); fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato
(PIP2); fosfoenolpiruvatocarboxiquinase (PEPCK); frutose-2,6 bisfosfato (Fru-
2,6-P,); glicoquinase (GK); glicose-6 fosfatase (G6Pase); inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3); proteinas G mediando efeitos dependentes de AMPc (Gs) e de Ca®* (Gq);
proteina quinase A dependente de AMPc (PKA); proteina quinase dependente
de calmodulina (PKC); receptores para adrenalina (a e B); receptores para
estimulacdo (+);

glucagon (GR1 e GR2); transportador de glicose (GLUT2);
inibicao (-).
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Além disso, a estimulacédo da frutose-1,6-bisfosfatase aumenta a conversao
da frutose-1,6-bisfosfato para frutose-6-fosfato, diminuindo a concentracdo
intracelular de frutose-1,6-bisfosfato e consequentemente o seu efeito alostérico
positivo sobre a piruvato quinase, diminuindo a atividade desta enzima. A inibicdo da
piruvato quinase diminui a conversdo do fosfoenolpiruvato para piruvato,
estimulando a neoglicogénese (MILLER; BIRNBAUM, 2016; PILKIS; GRANNER,
1992; SHARABI et al., 2015) (Figura 1).

O glucagon, via aumento de AMPc e estimulacdo da PKA também fosforila e
inibe a piruvato quinase (enzima-chave da glicdlise), inibindo a glicélise (PILKIS;
GRANNER, 1992). Além disso, o glucagon por meio da via AC/AMPc/PKA/
fosforilagdo da enzima bifuncional/reducdo da frutose-2,6-bisfosfato, o qual € um
ativador alostérico da fosfofrutoquinase, diminui a atividade desta enzima-chave da
glicolise, amplificando seu efeito inibitério sobre a glicélise (PILKIS; GRANNER,
1992) (Figura 1).

Apesar da maioria dos efeitos do glucagon e da adrenalina ser mediado pelo
AMPc, os fons Ca** (segundo mensageiro) também participam da atividade destes
horménios (JIANG; ZHANG, 2003; PILKIS; GRANNER, 1992; WAKELAM et al.,
1986).

Foi sugerido que os hepatdcitos possuem dois tipos de receptores para 0
glucagon: um receptor GR1, associado a via de sinalizacdo dependente de Ca*", de
alta afinidade e ativado por concentracdes fisiologicas de glucagon, e um receptor
GR2 associado a via de sinalizacdo dependente de AMPc, de baixa afinidade e
ativado por concentracbes suprafisiolégicas de glucagon (RODGERS, 2012)
(Figura 1).

Os efeitos do glucagon mediados por Ca** (via receptores GR1) e da
adrenalina (via receptores a-adrenérgicos) envolvem ativagdo da proteina
Gg/fosfolipase C (PLC). A PLC hidroliza fosfoinositidios da membrana
(fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato - PIP2), gerando inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), o qual
mobiliza Ca** dos estoques intracelulares (reticulo endoplasmatico) (JIANG;
ZHANG, 2003). O Ca* liberado do reticulo endoplasmatico se liga & calmodulina
(CAM) e o complexo Ca?*CAM estimula a proteina quinase dependente de Ca**CAM
(PKC), que por sua vez fosforila e inibe a piruvato quinase, diminuindo a glicélise e

aumentando a neoglicogénese (RODGERS, 2012) (Figura 1).
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O Ca®" também ativa alostericamente a fosforilase-b-quinase, a qual fosforila
e ativa a glicogénio fosforilase, estimulando a glicogendlise (EXTON., 1987; PILKIS;
GRANNER, 1992; RAMNANAN et al., 2011) (Figura 1).

Vale ressaltar que o efeito da adrenalina mediado pelo Ca?* (via receptores
a) na neoglicogénese/glicélise hepatica € menos intenso que seu efeito mediado
pelo AMPc (via receptores B) (PILKIS; GRANNER, 1992), provavelmente porque a
PKC nao afeta a enzima bifuncional e causa apenas uma pequena inativagcao da
piruvato quinase (EXTON, 1987).

Em suma, os efeitos a curto prazo do glucagon e da adrenalina no
metabolismo hepético da glicose ocorrem por duas vias de sinalizacédo
(AC/AMPCc/PKA e PLC/Ca*/PKC) e sdo mediados por fosforilacdo-dependente de
ATP de enzimas regulatérias da glicogendlise, neoglicogénese e glicélise.

Considerando que:

1. Aresposta ao glucagon e a adrenalina em portadores de céancer, particularmente
no metabolismo hepatico da glicose (glicogendlise, neoglicogénese e glicélise), é

pouco conhecida;

2. Respostas alteradas ao glucagon e a adrenalina podem estar relacionadas as

alteracdes metabdlicas em portadores de cancer, incluindo as hepaticas;

3. Os agonistas a (via PLC/Ca*'/PKC) e B (via AC/AMPc/PKA) adrenérgicos, por
atuarem através de vias de sinalizacdo distintas, e o AMPc, por ser o
mensageiro intracelular do glucagon e dos agonistas 3 adrenérgicos, podem ser
usados na tentativa de identificar possiveis mecanismos envolvidos nas

respostas.

Seguem os objetivos do presente trabalho.



ﬁéietivos
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Investigar em ratos portadores de tumor Walker-256 a resposta hepatica ao
glucagon, AMPc e aos agonistas adrenérgicos fenilefrina (agonista a;) e
isoproterenol (agonista B; e B2) no metabolismo da glicose.

2.2 Objetivos Especificos:
» Avaliar em estudos de perfusdo de figado in situ de ratos portadores de
tumor Walker-256, a resposta ao glucagon, isoproterenol, AMPc e a fenilefrina

sobre a glicogendlise, neoglicogénese e glicdlise.

» Avaliar o conteudo de ATP no figado de ratos portadores de tumor Walker-
256.



SMaterial e oMétodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

O glucagon (glucagen®) foi adquirido da Novo Nordisk (Brazil) e o
isoproterenol, a fenilefrina e o AMPc da Sigma (St Louis, EUA). Os sais do liquido de
perfusdo e demais reagentes foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany) ou

Reagen (Rio de Janeiro, Brazil).

3.2 Animais
Foram utilizados ratos machos Wistar (126), pesando entre 220-230g.
Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, em
gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola), em ambiente com temperatura (23+2°C) e ciclo
claro/escuro (12 horas) controlados. Os ratos receberam alimentacdo (racao
Nuvilab®) e 4gua a vontade. Para avaliagcdo da neoglicogénese e glicélise os ratos
foram submetidos a 24 horas de privacado alimentar para retirar a influéncia do
glicogénio hepatico.
Os experimentos foram sempre iniciados no mesmo horario (13 horas) para
minimizar variacdes circadianas. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo

Comité de Etica em Experimentagéo Animal da UEL (cadastro n® 10412).

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:
» Grupo Walker-256: Ratos portadores de tumor Walker-256, com 12 dias de

desenvolvimento tumoral.

» Grupo saudavel: Ratos sem tumor (controle).

3.3 Implantacdo do tumor Walker-256

O tumor Walker-256 € um carcinossarcoma de origem espontanea de
glandula mamaria de rata prenhe (EARLE, 1935), que apresenta crescimento rapido
e é capaz de se desenvolver na forma soélida ou ascitica (AGOSTINO e CLIFFTON,
1968; CALDAROLA et al., 1968). Sua implantacao em ratos é um modelo adequado

para estudar a sindrome da caquexia/anorexia (GUAITANI et al., 1982), ja que em
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curto espaco de tempo apdés sua implantacdo verifica-se reducdo no peso do animal
e da ingestdo alimentar e catabolismo acentuado de proteinas, lipideos e
carboidratos. Aos 14 dias apés o implante, a massa tumoral pode representar uma
fracdo consideravel do peso do animal e a morte ocorre apds este periodo
(VICENTINO et al., 2002).

As células Walker-256 foram mantidas vivas através de passagens
semanais por inoculacéo asséptica intraperitonial de 1,0 x 10° células/animal. Apés 7
dias de crescimento ascitico, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e o exsudato peritonial foi retirado e submetido a centrifugacao diferencial
por 15 minutos, a 2500 rpm e 4°C, para obtencéo das células tumorais. As células
tumorais foram ressuspensas em tampéo salina fosfato (PBS: fosfato 16,5 mM, NaCl
137 mM e KCI 2,7 mM, pH 7,4) e sua viabilidade foi avaliada pelo método de
exclusdo do azul de tripan em camara de Neubauer.

Os ratos do grupo portadores de tumor (grupo Walker-256) receberam
subcutaneamente com 8,0 x 10’ células tumorais viaveis/animal, no flanco direito
traseiro. O grupo saudavel foi inoculado com PBS no mesmo local. Para este

procedimento os ratos foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg).

3.4 Perfuséo de figado in situ

A técnica de perfusdo de figado in situ (KELMER-BRACHT et al., 1984) foi
utilizada para avaliar a resposta ao glucagon, AMPc, isoproterenol e a fenilefrina.

O sistema de perfusdo de figado € composto por reservatoérios para o liquido
de perfusdo (tampado Krebs/Henseleit-KH), bomba peristaltica e oxigenador de
membrana. O oxigenador de membrana é formado por um cilindro duplo de
aluminio, enrolado com tubos de silicone (15 metros) de pequeno diametro (2 mm),
parede fina (0,25 mm) e permeaveis ao O, e CO,, e € acoplado a um cilindro de
carbogénio (O,/C0O,=95/5%). O cilindro de aluminio é isolado do meio ambiente por
uma cobertura de acrilico transparente, mantendo-se no seu interior uma atmosfera
de O, e CO,, nas propor¢cdes de 95:5. A camara interna do cilindro de aluminio é
aquecida por meio de uma bomba de circulacdo externa de agua quente de um
banho-maria.

No sistema de perfusdo, o tampdo KH contido nos reservatorios €
impulsionado pela bomba peristaltica até o oxigenador de membrana. No

oxigenador, o O, e CO, contidos na atmosfera carbogénica, por troca passiva,
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passam para o liquido de perfusédo que circula no interior dos tubos de silicone. Com
os fluxos normalmente utilizados (até 45 mL/min), o tempo de permanéncia do
liguido no oxigenador € de aproximadamente 1 minuto, e a saturagdo proxima a
99%. A entrada de CO; no liquido de perfusdo diminui o seu pH inicial de 7,6 para
7,4. O liquido de perfusdo deixa o oxigenador, saturado de O, e CO,, aquecido a
37°C e com pH 7,4, passa pelo capta-bolhas e se desloca em dire¢do a canula a ser
inserida na veia porta.

Para a perfusdo do figado, os ratos foram anestesiados com tiopental sédico
(50 mg/kg), fixados em mesa cirdrgica e laparotomizados até a altura do diafragma
para exposi¢do do figado e dos vasos sanguineos. Em seguida, a veia porta foi
canulada, sob baixo fluxo, para entrada do liquido de perfusdo no figado. Apds a
canulacao da veia porta, o térax foi aberto para ocluséo da veia cava inferior supra-
hepatica. Este procedimento desvia o liquido de perfusdo para a veia cava inferior
infra-hepética, que foi canulada para a coleta do liquido efluente do figado.
Finalmente, o fluxo foi ajustado para aproximadamente 4 mL.min.g* de figado,
para permitir oxigenagao hepatica adequada.

Os figados foram perfundidos durante 20 minutos iniciais com o tampéao KH,
para estabilizacdo do consumo de oxigénio. Depois disso, os figados dos ratos
saudaveis e portadores de tumor foram submetidos a um dos protocolos de perfuséo
esquematizados nas tabelas 1, 2 e 3, para avaliacdo da resposta ao glucagon,

AMPc, isoproterenol e fenilefrina na glicogendlise, glicolise e neoglicogénese.

Tabela 1 - Protocolos de perfusdo para avaliagdo da resposta hepatica na
GLICOGENOLISE (ratos alimentados):

0-10 min 10-24 min
KH KH + glucagon (1 nM)
KH KH + AMPC (9 pM)
KH KH + isoproterenol (20 pM)
KH KH + fenilefrina (2 pM)
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Tabela 2 - Protocolos de perfusdo para avaliagdo da resposta hepatica na
GLICOLISE (ratos com privacéo alimentar de 24h):
0-10 min 10-40 min 40-60 min

KH KH + glicose 20 mM KH + glicose 20 mM + glucagon (1 nM)

KH KH + glicose 20 mM KH + glicose 20 mM + AMPc (9 uM)

KH KH + glicose 20 mM KH + glicose 20 mM + isoproterenol (20uM)
KH KH + glicose 20 mM KH + glicose 20 mM + fenilefrina (2 uM)

Tabela 3 — Protocolos de perfusdo para avaliagdo da resposta hepatica na
NEOGLICOGENESE (ratos com privagéo alimentar de 24h):

0-10 min 10-30 min 30-50 min
KH KH + lactato 8 mM KH + lactato 8 mM + glucagon (1 nM)
KH KH + lactato 8 mM KH + lactato 8 mM + AMPc (9 uM)
KH KH + lactato 8 mM KH + lactato 8 mM + isoproterenol (20 pM)
KH KH + lactato 8 Mm KH + lactato 8 mM + fenilefrina (2 pM)

* KH = tampé&o Krebs/Henseleit

Durante a perfusdo, amostras do liquido efluente do figado foram coletadas,
em intervalos de 2 minutos, para determinacdo das concentracOes de glicose,
lactato e piruvato.

Ao final do experimento, o figado foi retirado e pesado para quantificacao
das producdes de glicose, lactato e piruvato por grama de figado e célculos das
taxas de glicogendlise e glicélise. A glicogendlise foi calculada pela soma da
producdo de glicose + % da soma da producdo de piruvato + lactato, enquanto a
glicOlise foi calculada pela soma da producdo hepatica de piruvato + lactato (DE
MORAIS, et al., 2012). A neoglicogénese corresponde a glicose produzida e liberada
pelo figado durante a infusdo do precursor de glicose (lactato) nos ratos submetidos
a privacao alimentar (DE SOUZA et al, 2015a).

3.5 Procedimentos analiticos

Determinacéo da concentracao de glicose

A glicose no perfusado foi quantificada pelo método da glicose-oxidase
(BERGMEYER e BERNT, 1974). Nesse meétodo, a glicose € oxidada pela glicose-
oxidase (GOD) a acido glucorénico e peroxido de hidrogénio (H,O,). O H,0O,, em

presenca de peroxidase (POD), produz a ligacdo oxidativa do fenol com a 4-
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aminofenazona (4-AF) e d& origem a um cromdgeno com maximo de absor¢cdo em

505 nm. O esquema a seguir resume estas reacoes:

Glicose + O, + H,0 _%°° | 4cido glucorénico + H,0,

2 H,0, + 4-AF + fenol P22, 4(p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H,O

Determinacéo da concentracao de lactato

O lactato no perfusado foi quantificado por método enzimatico, segundo a
técnica de GUTMANN e WAHLEFELD (1974). Nesse método, o lactato é oxidado a
piruvato pelo NAD" em uma reacéo (adiante) catalisada pela lactato-desidrogenase
(LDH). A formacdo de NADH é proporcional a concentracdo de lactato e medida

espectrofotometricamente a 340 nm.
Lactato + NAD”_°" _ piruvato + NADH + H*

Determinacéo da concentracao de piruvato

O piruvato no perfusado foi quantificado por método enzimatico, de acordo
com a técnica de CZOK e LAMPRECHT (1974). Nesse meétodo, o piruvato €&
convertido em lactato pela LDH, com oxidacdo de quantidades estequiométricas de
NADH (reagcdo adiante). A oxidacdo de NADH é proporcional a quantidade de
piruvato convertido e medida espectrofotometricamente a 340 nm.

Piruvato + NADH + H_®"__ | Lactato + NAD"

Determinacédo da concentracao de ATP

Para evitar o estabelecimento de condi¢cdes anaerdbicas que promovem a
hidrolise do ATP, amostras de figado de animais anestesiados com tiopental sodico
(50 mg/kg) foram retiradas pela técnica de “freeze-clamp” e imediatamente
colocadas em nitrogénio liquido para rapido congelamento. As amostras congeladas
foram trituradas em nitrogénio liquido, desproteinizadas em acido perclorico gelado e
submetidas a centrifugacédo diferencial. O sobrenadante obtido, apds ser precipitado
com carbonato de potassio (pH 7.4), foi utilizado na determinacdo enzimatica da
concentracdo de ATP (LAMPRECHT; TRAUTSCHOLD I., 1974).
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3.6 Procedimentos estatisticos

A distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das
variancias (teste de Brown Forsythe) foram testadas e o teste t de Student foi
empregado para analise dos resultados. As areas sob as curvas (AUCs) foram
calculadas nos intervalos entre 10 a 24 minutos (glicogendlise), 30 a 50 minutos
(neoglicogénese) ou 40 a 60 minutos (glicolise), adotando-se como linha de base
(baseline) a média dos dois primeiros valores antes do inicio das curvas. As
diferencas entre as AUCs dos grupos saudaveis e portadores de tumor foram
realizadas pelo programa GRAPHPAD PRISM-5.0. Os dados foram expressos como
média + erro padrdo (EPM) da média e para um nivel de significancia de 5%
(p<0,05).



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 Taxas basais

Ratos portadores de tumor mostraram menores (p<0,05) taxas basais (0 a
10 minutos de perfuséo) de glicogendlise (Figuras 2A a 5A), mas nao de producéo
de glicose antes da infuséo de lactato (Figuras 2B a 5B) ou glicose (Figuras 2C a
5C), em comparagdo aos ratos saudaveis. A neoglicogénese a partir do lactato 8
mM (10 a 30 minutos de perfusédo) nao foi alterada nos ratos portadores de tumor
(Figuras 2B a 5B), mas esses animais apresentaram menor (p<0,05) taxa glicélitica
(10 a 40 minutos de perfusdo) a partir da glicose infundida no figado (Figuras 2C a
5C).

4.2 Efeito do glucagon na glicogendlise, neoglicogénese e glicélise

A infusd@o de glucagon 1 nM no figado estimulou a glicogendlise (Figura 2A)
e a neoglicogénese (Figura 2B) e inibiu a glictlise (Figura 2C) nos ratos saudaveis e
portadores de tumor. Entretanto, os ratos portadores de tumor apresentaram menor
reposta glicogenolitica (p<0,05), neoglicogénica (p<0,001) e glicolitica (p<0,05) ao
glucagon do que os ratos saudaveis, como evidenciado pelas AUCs (Figuras 2D, 2E
e 2F).

4.3 Efeito do isoproterenol na glicogendlise, neoglicogénese e glicélise

A infusdo de isoproterenol 20 uM no figado estimulou a glicogendlise (Figura
3A), a neoglicogénese (Figura 3B) e a glicolise (Figura 3C) nos ratos saudaveis. Os
efeitos do isoproterenol na glicogendlise (p<0,05), neoglicogénese (p<0,01) e
glicolise (p<0,05) foram menores nos ratos portadores de tumor em comparagao aos

ratos saudaveis, como observado pelas respectivas AUCs (Figuras 3D, 3E e 3F).

4.4 Efeito do AMPc na glicogendlise, neoglicogénese e glicdlise

A infusdo de AMPc 9 pM no figado estimulou a glicogendlise (Figura 4A) e a
neoglicogénese (Figura 4B) e inibiu a glicolise (Figura 4C) nos ratos saudaveis, mas
praticamente nao teve efeito sobre estes parametros nos ratos portadores de tumor
(Figuras 4A, 4B e 4C). Os ratos portadores de tumor apresentaram menor reposta
ao AMPc na glicogendlise (p<0,001), neoglicogénese (p<0,05) e glicélise (p<0,05) do
que os ratos saudaveis, como mostrado pelas AUCs (Figuras 4D, 4E e 4F).
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4.5 Efeito da fenilefrina na glicogendlise, neoglicogénese e glicélise

A infusdo de fenilefrina 2 uM no figado estimulou a glicogendlise (Figura 5A)
e a neoglicogénese (Figura 5B) nos ratos saudaveis e portadores de tumor, sendo
estas respostas menores (p<0,05) nos ratos portadores de tumor, como pode ser
visto pelas AUCs (Figuras 5D e 5E). Com relacao a glicolise, a infusdo hepatica de
fenilefrina inibiu este parametro nos ratos saudaveis, mas nao nos ratos portadores
de tumor (Figura 5C), como ilustrado pelas AUCs (p<0,05) (Figura 5F). Os ratos
portadores de tumor apresentaram menor (p<0,05) resposta a fenilefrina na glicélise

em comparacao aos saudaveis, como observado pelas AUCs (Figura 5F).
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Figura 2 — Efeito do glucagon sobre a glicogendlise (A), neoglicogénese (B) e glicolise (C) e
as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E, F) em figados de ratos
saudaveis e portadores de tumor Walker-256. Figados foram submetidos a
perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. Glucagon (1 nM) foi
infundido no periodo indicado. Dados representam a média + EPM de 4 a 8
experimentos. Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de

Student. *p<0,05 e ***p<0,001 versus saudavel.
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Figura 5 — Efeito da fenilefrina sobre a glicogendlise (A), neoglicogénese (B) e glicolise (C) e
as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E, F) em figados de ratos
saudaveis e portadores de tumor Walker-256. Figados foram submetidos a
perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. Fenilefrina (2 uM) foi
infundido no periodo indicado. Dados representam a media + EPM de 4 a 8
experimentos. Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de

Student. *p<0,05 versus saudavel.
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4.5 Conteudo de ATP no figado
O conteudo de ATP no figado dos ratos portadores de tumor foi menor

(p<0,01) em comparacao ao dos ratos saudaveis (Figura 6).
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Figura 6 — Conteddo de adenosina trifosfato (ATP) em figados de ratos saudaveis e
portadores de tumor Walker-256. Dados representam a média + EPM de 6 a 8
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de
Student. **p<0,01lversus saudavel.
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5. DISCUSSAO

Estudos prévios do laboratério mostram que ratos portadores de tumor
Walker-256 apresentam caquexia, caracterizada por acentuada reducdo de massa
muscular e adiposa e de peso corpéreo, resisténcia periférica a insulina e varias
alteracbes no metabolismo hepatico da glicose, incluindo baixo conteddo de
glicogénio, baixas taxas basais de glicogendlise, mas ndo de neoglicogénese e
glicolise, reducdo da neoglicogénese a partir de varios precursores de glicose e
reducdo da glicolise a partir da glicose exdégena (CASSOLLA et al.,, 2011; DE
FATIMA-SILVA et al.,, 2017; DE MORAIS, 2012; DE MORAIS et al., 2017; DE
SOUZA et al, 2015b; MIKSZA et al., 2013; MOREIRA et al., 2013).

Confirmando estes resultados prévios, ratos portadores de tumor Walker-256
apresentaram baixas taxas basais (0 a 10 minutos de perfusdo) de glicogendlise
(Figuras 2A a 5A), as quais provavelmente se devem ao baixo conteudo de
glicogénio no figado (CASSOLLA et al., 2011; VICENTINO et al., 2002). A deplecao
de glicogénio hepéatico em portadores de cancer tem sido atribuida a acéo
glicogenolitica do LMF (HIRAI; ISHIKO; TISDALE, 1997), embora outros fatores
como hipoinsulinemia e a resisténcia hepatica a insulina possam também estar
envolvidos.

As taxas basais de neoglicogénese (0 a 10 minutos de perfuséo), antes da
infusdo do precursor neoglicogénico (lactato), as quais correspondem a liberacdo de
glicose proveniente da glicogendlise, foram similares entre os ratos portadores de
tumor e saudaveis (Figuras 2B a 5B). Estes resultados sdo compativeis com o
periodo de privacéo alimentar de 24 horas a que estes animais foram submetidos. O
jejum de 24 horas depleta e iguala o conteudo de glicogénio no figado dos ratos
portadores de tumor e saudaveis.

Embora a literatura relate reducdo da neoglicogénese hepética a partir do
lactato 2 mM em ratos portadores de tumor Walker-256 (VEIGA et al., 2008), a
infusdo de lactato 8 mM no figado (10 a 30 minutos de perfusdo) aumentou a
neoglicogénese dos ratos portadores de tumor e saudaveis de modo similar (Figuras
2B a 5B). Vale ressaltar que 8 mM é a concentracdo de lactato presente no sangue
dos ratos portadores de tumor Walker-256 e 2 mM é a lactatemia de ratos saudaveis
(CASSOLLA et al., 2011).
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As taxas basais de glicolise (0 a 10 minutos de perfuséo), antes da infusao
de glicose no figado, as quais refletem o catabolismo da glicose proveniente do
glicogénio residual, apds 24 horas de privacdo alimentar, foram similares entre os
ratos portadores de tumor e saudaveis (Figuras 2C a 5C). Estes resultados mostram
que a glicolise, a partir da glicose proveniente do glicogénio residual (glicose
enddgena), ndo esta alterada nos ratos portadores de tumor.

Entretanto, as taxas glicoliticas a partir da glicose infundida no figado (10 a
40 minutos de perfusdo) foram menores nos ratos portadores de tumor (Figuras 2C
a 5C). A reducdo da glicolise a partir da glicose exdgena (10 a 40 minutos de
perfusdo), mas nao a partir da glicose endégena (0 a 10 minutos de perfuséo), indica
que a captacao de glicose estd diminuida no figado dos ratos portadores de tumor.
De fato, ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam reducao de atividade da
glicoquinase (VICENTINO et al., 2002), a enzima que favorece a captacdo hepatica
de glicose e consequentemente o0 seu catabolismo (glicélise). A reduzida atividade
da glicoquinase pode ser devida a baixa concentracédo de insulina no sangue dos
ratos portadores de tumor Walker-256 (FERNANDES et al., 1990) e/ou a resisténcia
a insulina no figado, visto que a insulina aumenta a atividade desta enzima.

A reducgdo da captacédo de glicose pelo figado dos ratos portadores de tumor
aumenta a disponibilidade deste substrato energético no sangue, o qual é usado
pelo tumor. Além disso, a resisténcia a insulina nos ratos portadores de tumor
Walker-256 (DE MORAIS et al., 2012) diminui a captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos, favorecendo sua utilizacao pelo tumor.

Estendendo os conhecimentos prévios, no presente estudo nés mostramos,
pela primeira vez, que ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram menor
resposta ao glucagon, aos agonistas a (fenilefrina) e B (isoproterenol) adrenérgicos e
ao AMPc tanto na glicogendlise, como na neoglicogénese e glicélise.

O glucagon estimulou a glicogendlise e a neoglicogénese e inibiu a glicolise
nos ratos saudaveis e portadores de tumor, porém as respostas para o glucagon
foram significativamente menores nos ratos portadores de tumor (Figura 2). Em
concordancia, um estudo mostrou reducdo da resposta hepatica ao glucagon na
glicolise, mas ndo na glicogendlise, em ratos portadores de tumor Walker-256
(VICENTINO et al., 2002). Porém, neste estudo (VICENTINO et al., 2002), a

resposta glicogenolitica ao glucagon foi estimada matematicamente, levando-se em
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consideracdo a quantidade de glicose liberada pelo figado em perfusdo (glicose
acumulada) e a concentracdo de glicogénio no figado.

Como ja estabelecido (Figura 1), os efeitos do glucagon no metabolismo
hepético glicose ocorrem por duas vias de sinalizacdo (via AC/AMPc/PKA e via
PLC/Ca®*/PKC) e s&o mediados por fosforilacdo-dependente de ATP de enzimas
regulatorias da glicogendlise, neoglicogénese e glicolise.

O glucagon através da via AC/AMPc/PKA induz a fosforilacdo/ativacao
dependente de ATP da glicogénio-fosforilase (enzima da glicogendlise) e da enzima
bifuncional. A enzima bifuncional fosforilada induz a ativacdo da frutose-1,6
bisfosfatase (enzima neoglicogénica) e inibicdo da piruvato quinase (enzima
glicolitica) (EXTON, 1987; MILLER; BIRNBAUM, 2016; PILKIS; GRANNER, 1992;
RAMNANAN et al., 2011; SHARABI et al., 2015).

O glucagon através da via PLC/Ca*/PKC induz a fosforilagdo-dependente
de ATP da piruvato quinase, resultando em inibicdo da glicélise e estimulacdo da
neoglicogénese (RODGERS, 2012) (Figura 1). Além disso, o Ca®" ativa
alostericamente a fosforilase b quinase, resultando em fosforilacdo/ativacdo da
glicogénio fosforilase (EXTON, 1987). Foi mostrado que o glucagon, via Ca®",
estimulou a glicogendlise (EXTON, 1987) e a neoglicogénese (KELMER-BRACHT et
al., 2002) e inibiu a glicélise (CONSTANTIN et al., 1995).

O isoproterenol, um agonista B-adrenérgico (B; e B2) que atua através da via
AC/AMPc/PKA (Figura 1) estimulou a glicogendlise e a neoglicogénese nos ratos
saudaveis, como fez o glucagon. Porém, diferentemente do glucagon, o
isoproterenol ndo inibiu a glicolise, um efeito jA estabelecido (Figura 3). Essa
diferenca de resposta na glicolise entre o isoproterenol e glucagon, ambos
geradores de AMPc é desconhecida. Porém, um estudo sugere que possa ser
devida a diferentes quantidades de AMPc gerados. O glucagon geraria maior
quantidade de AMPc que o isoproterenol, a qual € necessaria para inibicdo da
glicolise, uma via menos sensivel ao AMPc (VARDANEGA-PEICHER et al., 2003). A
resposta hepatica para o isoproterenol na glicogendlise, neoglicogénese e glicdlise
também foi menor nos ratos portadores de tumor (Figura 3), como evidenciado para
o glucagon.

Na tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos na reducdo da
resposta ao glucagon e ao isoproterenol nés avaliamos a resposta hepatica ao

AMPc (segundo mensageiro do glucagon e isoproterenol). Os ratos portadores de
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tumor mostraram menor reposta ao AMPc na glicogendlise, neoglicogénese e
glicdlise (Figura 4), similarmente ao glucagon e isoproterenol. Estes resultados
indicam que a reducdo das respostas ao glucagon e agonista [(-adrenérgico
(isoproterenol) nos ratos com tumor ndo envolveu alteracdes a nivel de receptor e da
via de transducdo de sinal até a geracdo de AMPc, desde que as respostas
glicogenolitica, neoglicogénica e glicolitica para o AMPc também foram reduzidas.

Corroborando estes resultados, nés previamente observamos diminuicdo da
resposta hepatica para o AMPc na glicogendlise em ratos portadores de tumor
Walker-256, a qual ndo foi devida ao menor conteudo de glicogénio hepatico e nem
a maior atuacdo da fosfodiesterase-3B (PDE3B), a enzima que degrada o AMPc
(MORAIS et al., 2012). Neste estudo (MORAIS et al., 2012), o mecanismo envolvido
na reducao da resposta hepatica ao AMPc nos ratos portadores de tumor néo foi
esclarecido.

Na tentativa de identificar o(s) mecanismo(s) envolvido(s) na diminuicdo das
respostas ao glucagon, isoproterenol e AMPc nés avaliamos a resposta hepatica a
fenilefrina, um agonista a-adrenérgico (a;) que atua através da via PLC/Ca®'/PKC
(Figura 1). A fenilefrina estimulou a glicogendlise e a neoglicogénese e inibiu a
glicélise nos ratos saudaveis, como fez o glucagon. Os efeitos da fenilefrina também
foram menores nos ratos portadores de tumor do que nos saudaveis (Figura 5),
corroborando com as respostas hepaticas diminuidas para o glucagon, isoproterenol
e AMPc nestes animais. Esses resultados sugerem que a menor resposta hepatica
para o glucagon, isoproterenol e AMPc provavelmente ndo envolveu alteracdes da
PKA, uma vez que as respostas glicogenolitica, neoglicogénica e glicolitica para a
fenilefrina, a qual sinaliza pela via PLC/Ca?*/PKC também foram menores.

A menor resposta glicogenolitica, neoglicogénica e glicolitica observada
através das duas vias de sinalizacdo (via AC/AMPc/PKA e via PLC/Ca*/PKC)
sugere que ha um fator comum envolvido na reducéo das respostas, o qual poderia
ser um déficit de energia no figado (ATP). Um déficit de ATP reduziria o potencial de
fosforilacdo intracelular, prejudicando a fosforilacdo-dependente de ATP, induzida
pelas duas vias de sinalizacdo, de enzimas regulatérias da glicogendlise,
neoglicogénese e glicolise.

De fato, os ratos portadores de tumor Walker-256 mostraram menor
conteudo de ATP no figado (Figura 6), o qual, como esquematizado adiante (Figura

7), pode ter sido devido:
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Figura 7 — Sintese de ATP no figado. A glicose e os acidos graxos livres (AGLS) que
entram nos hepatdcitos sdo oxidados até a geracdo de acetil-CoA. O
transporte da glicose para o hepatdcito é favorecido pela glicoquinase e o
transporte de AGLs para a mitocondria pelas enzimas transportadoras (CPT1
e CPT2). A acetil-CoA gerada é oxidada no ciclo de Krebs até oxaloacetato
(OAA) e neste processo coenzimas na forma oxidada (NAD® e FAD") sdo
reduzidas (NADH e FADH,). Elétrons energizados () do NADH e FADH; os
quais sdo provenientes da oxidacdo da glicose e dos AGLs, séo
transportados na cadeia respiratoria e sua energia é usada para o transporte
de protons (H") através da membrana interna mitocondrial, criando um
gradiente eletroquimico de prétons que é usado na sintese de ATP pelo
complexo ATP sintetase. As proteinas desacopladoras (UCPs) transportam
protons através da membrana mitocondrial interna, dissipando o gradiente
eletroquimico necessario para a sintese de ATP.
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1) A menor captacao hepatica de glicose, indicada em nosso estudo pela
reducdo da glicolise a partir da glicose exdgena (10 a 40 minutos de perfuséo)
(Figuras 2C a 5C). Vale lembrar que a atividade da glicoquinase, a qual favorece a
captacdo hepética de glicose, esta diminuida nos ratos portadores de tumor Walker-
256 (VICENTINO et al., 2002).

2) A reducdo da B-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos livres (AGLS),
causada pela reducao de atividade de enzimas (CPT1 e CPT2) envolvidas no
transporte de AGLs do citosol para as mitocondrias (LIRA et al., 2010;
SEELAENDER et al., 1998; VICENTINO et al., 2002).

3) Ao desacoplamento da fosforilacdo oxidativa promovido por proteinas
desacopladoras mitocondriais (UCPs). As UCPs transportam prétons através da
membrana mitocondrial interna, dissipando o gradiente eletroquimico de proétons
necessario para a sintese de ATP (TISDALE, 2005). Maior expressao de proteinas
UCPs é observada em portadores de cancer (AOYAGI et al., 2015). Produtos
derivados do tumor, como o LMF, e algumas citocinas, como o TNFa, parecem
aumentar a expressdo de UCPs em varios tecidos, incluindo o hepatico
(MARTIGNONI; KUNZE; FRIESS, 2003).

Enfim, nossos estudos mostram pela primeira vez que o baixo contetdo de
ATP no figado dos ratos portadores de tumor pode estar associado a reducdo da
resposta hepatica tanto ao glucagon quanto ao AMPc, isoproterenol e fenilefrina na
glicogendlise e também na neoglicogénese e glicélise, uma vez que estes agentes
exercem seus efeitos por induzirem a fosforilagdo-dependente de ATP de enzimas

regulatérias destas trés vias metabolicas.



Concluséo
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6. CONCLUSAO

Pode ser concluido que ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam
menor resposta hepatica ao glucagon, aos agonistas adrenérgicos a (fenilefrina) e 3
(isoproterenol) e ao AMPc na glicogendlise, neoglicogénese e glicdlise, a qual pode
ser devida a reduzida taxa de fosforilagdo de enzimas regulatérias destas vias,
causada pelo baixo conteudo de ATP no figado.

A menor resposta ao glucagon e adrenalina na glicogendlise e
neoglicogénese pode estar associada a hipoglicemia presente nos ratos portadores
de tumor Walker-256 (CASSOLLA et al., 2011). Assim, é possivel que terapias que
aumentem o contetudo de ATP no figado, como o tratamento com ibuprofeno (anti-
inflamatdrio ndo esteroidal - AINES) (DE SOUZA et al, 2015a), melhorem a resposta
hepatica ao glucagon e a adrenalina, previnam a hipoglicemia dos ratos portadores

de tumor e tragam uma melhora clinica para estes animais.
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