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MIKSZA, Daniele Romani. Efeito do infliximabe (anti-TNFa) nas alteragdes
metabdlicas induzidas pelo tumor Walker-256. 2012. 64f. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncias Fisioldgicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

O fator de necrose tumoral o (TNFa) € um importante mediador da caquexia e de
algumas alteragdes metabdlicas encontradas no cancer. O objetivo desse estudo foi
investigar o efeito do infliximabe, um anticorpo monoclonal anti-TNFa, no
desenvolvimento da caquexia e em alguns parametros metabdlicos afetados pelo
tumor Walker-256 em ratos. O infliximabe (0,5 mg/kg) foi administrado
intraperitonialmente, duas vezes ao dia, comecando no dia da inoculacdo das
células tumorais. Depois de 12 dias de tratamento, avaliou-se o crescimento tumoral,
alguns parametros de caquexia/anorexia, as concentragdes de triacilglicerol, glicose,
lactato e uréia no sangue, a resposta periférica a insulina, a glicdlise e a
neoglicogénese hepaticas. A resposta periférica a insulina foi avaliada por meio do
teste de tolerancia a insulina e a glicdlise e neoglicogénese em perfusao de figado in
situ. O tratamento com infliximabe ndo alterou o crescimento do tumor Walker-256,
porém, atenuou (p<0,05) a perda de massa corpoérea e preveniu (p<0,05) a perda de
massa do tecido adiposo retroperitonial induzidas pelo tumor. Além disso, o
tratamento com infliximabe tendeu a amenizar a diminuigdo da massa do musculo
gastrocnémio, a ingestdo alimentar, a resposta periférica a insulina e a
neoglicogénese hepatica a partir da alanina, bem como o aumento do triacilglicerol
plasmatico, causados pelo tumor. Entretanto, o tratamento com infliximabe nao
atenuou a redugédo da glicélise hepatica e da glicemia e nem o aumento do lactato e
uréia plasmaticos, induzidos pelo tumor. Foi concluido que o tratamento com
infliximabe melhorou algumas alteragbes associadas com a caquexia, tais como a
reducéo do tecido adiposo e a perda de peso corporeo e tendeu a amenizar outros
parametros metabdlicos afetados pelo tumor, fornecendo evidéncias adicionais para
o papel do TNFa na patogénese das alteragées metabdlicas associadas ao tumor
Walker-256.

Palavras-chave: Infliximabe. Cancer. Tumor Walker-256. Anti-TNFo.. Metabolismo.



MIKSZA, Daniele Romani. Effect of infliximab on metabolic disorders induced by
Walker 256 tumor in rats. 2012. 64p. Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias
Fisiologicas) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

The tumor necrosis factor o (TNF o) is an important mediator of cachexia and some
metabolic abnormalities found in cancer. The objective of this study was to
investigate the effect of infliximab, a monoclonal anti-TNF « in the development of
cachexia and some metabolic parameters affected by the Walker-256 tumor in rats.
Infliximab (0.5 mg / kg) was administered intraperitoneally, twice daily, beginning on
the day of inoculation of tumor cells. After 12 days of treatment, we evaluated the
tumor growth, some parameters of cachexia/anorexia, concentrations of
triacylglycerol, glucose, lactate and urea in the blood, the peripheral response to
insulin, hepatic gluconeogenesis and glycolysis. The peripheral response to insulin
was assessed using the insulin tolerance test and glycolysis and gluconeogenesis in
liver perfusion in situ. Treatment with infliximab did not alter the growth of the Walker-
256 tumor, however, attenuated (p <0.05) loss of body mass and prevented (p <0.05)
loss of retroperitoneal adipose tissue mass induced by the tumor. Furthermore,
treatment with infliximab tended to mitigate the decline in gastrocnemius muscle
mass, food intake, the peripheral insulin response and hepatic gluconeogenesis from
alanine, as well as increased plasma triacylglycerol, caused by the tumor. However,
treatment with infliximab did not attenuate the reduction of glycolysis and hepatic
glucose nor the increase in plasma lactate and urea, induced by the tumor. It was
concluded that treatment with infliximab improved some changes associated with
cachexia, such as the reduction of adipose tissue and loss of body weight and
tended to alleviate other metabolic parameters affected by the tumor, providing
additional evidence for the role of TNF in the pathogenesis of o metabolic changes
associated with Walker-256 tumor.

Keywords: Infliximab. Cancer. Walker-256 tumor. Anti-TNFa. Metabolism.
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1 INTRODUCAO

O cancer tem se consolidado como um problema de saude publica
em todo o mundo, sendo hoje a principal causa por morte em paises desenvolvidos,
perdendo apenas para as doengas cardiovasculares (BRASIL, 2012). A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes
de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de
pessoas vivas, anualmente, com cancer (WHO, 2008).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA), 6rgao do Ministério
da Saude (MS), estimou para o ano de 2012, valido também para 2013, a ocorréncia
de 518.510 novos casos de cancer (BRASIL, 2011).

Cerca de 30% das mortes ocorridas em pacientes com cancer sao
atribuidas a caquexia, presente em aproximadamente 80% dos pacientes
(Aldebracht e Canada, 1996). A caquexia € uma sindrome complexa e multifatorial
que se caracteriza por perda progressiva e involuntaria de peso corporeo decorrente
do catabolismo muscular e adiposo, geralmente associada a anorexia (Argilés et al.,
2010; Inui, 2002; Walsmith e Roubenoff, 2002). Anemia, astenia, balanco
nitrogenado negativo, disfuncdo imune e alteracbes metabdlicas estdo também
frequentemente associadas a caquexia (Argilés et al., 2010).

Entre os fatores envolvidos no desenvolvimento da caquexia estao o
elevado consumo energético pelo tumor e a produgdo de compostos pelo tumor e
pelo hospedeiro (Tazi e Errihani, 2010; Inui, 2002).

Diversos compostos tém sido apontados como mediadores da
caquexia, destacando-se por um lado, os fatores circulantes produzidos pelo tumor
como o fator mobilizador de lipidios (LMF), o fator indutor de protedlise (PIF), os
polipeptidios inibidores de sintese protéica (toxohorménios) e os hormdnios
catabdlicos convencionais (Rubin, 2003; Tisdale, 2000; Tisdale, 1993) e, por outro
lado, as citocinas produzidas pelo hospedeiro em resposta a presenga do tumor
(Tisdale, 1997; Falconer et al., 1994).

Varias citocinas tém sido propostas como mediadoras do processo
caquético, entre elas o fator de necrose tumoral-a (TNFa), a interleucina-1 (IL1), a
interleucina-6 (IL6) e o interferon-y (IFNy) (Tisdale, 2000; Inui, 1999; Tisdale, 1997,
Moldawer e Copeland, 1997).
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Niveis séricos aumentados de TNFa, IL6 e IL1 tém sido associados,
em alguns casos, com a progressao tumoral e a administragao cronica, isolada ou
combinada, dessas citocinas é capaz de diminuir tanto a ingestdo alimentar quanto o
peso corporal, reproduzindo a sindrome anorexia-caquexia (Argilés et al., 2003; Inui,
1999; Tisdale, 1997; Strassmann et al., 1992).

O TNFa e as citocinas pro-inflamatérias IL-1 e IL-6 sdo propostos
como indutores da anorexia associada ao cancer, por estimularem a liberacdo do
fator de corticotrofina (CRH), hormbnio hipotaldmico que atua como
neurotransmissor, suprimindo a ingestao alimentar (Argilés et al., 2005, Martignoni et
al., 2003). Dados experimentais mostram que animais saudaveis tratados com
TNFa, apresentam de forma dose-dependente, menor ingestdo de alimentos e perda
de massa corporal, condizente com seu efeito anoréxico (Arruda et al., 2010;
Stovroff et al., 1988).

O TNFa, também conhecido como caquectina, parece ser a principal
citocina envolvida com a caquexia (Beutler et al., 1985). Existem numerosas
evidéncias experimentais apontando para o papel do TNFa na perda de proteina
muscular. O tratamento crénico com TNFa aumenta a taxa de degradagao protéica
tanto in vivo quanto in vitro (Argilés et al., 2006), via ativagao do sistema proteolitico
ubiquitina-proteassoma dependente de ATP (Argilés e Lopez-Soriano, 1996) e do
sistema proteolitico dependente de calcio (Costelli et al., 2002), promovendo
diminuicdo da proteina corporal, especialmente do musculo esquelético. Em
conjunto com a massiva perda de proteina do musculo esquelético presente em
situacbes de caquexia, o DNA muscular é também reduzido por fragmentagao,
resultando em apoptose das células musculares (Abbas, 2005). Este fenbmeno
parece estar associado ao TNFa, uma vez que esta citocina € capaz de mimetizar a
resposta apoptotica em musculo de animais saudaveis (Argilés et al., 2005; Carb¢ et
al., 2002).

O TNFao é também responsavel pela diminuicdo da massa adiposa,
provavelmente por inibir a lipogénese e adipogénese e por estimular a lipdlise e
apoptose de adipécitos e pré-adipdcitos (Warne, 2003). Além disto, o TNFa diminui
os niveis de RNAm e a atividade da Lipase de lipoproteina (LPL) tanto in vitro
quanto in vivo, o que correlaciona com os maiores niveis de triacilglicerol circulantes
(Argilés et al, 2006; Treget et al., 1988). A menor atividade da LPL em portadores de
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tumor pode ser também decorrente da resisténcia a insulina (Noguchi et al., 1996)
mediada pelo TNFa.

Pacientes em situagdes patoldgicas associadas a alta produgao de
TNFa (endotoxemia, cancer, trauma) apresentam menor resposta periférica a
insulina e a administracdo de TNFa em individuos saudaveis € capaz de reduzir a
sensibilidade a insulina (Argilés et al, 2006; Hotamisligil et al., 1994).

Numerosos mecanismos sdo propostos para explicar como o TNFa
induz resisténcia a insulina sendo o principal através da ativacdo de serinas
quinases, enzimas que fosforilam o receptor de insulina (IR) e os substratos do
receptor de insulina (IRS) em residuos de serina, diminuindo a transmissao de sinal
da insulina (Yu et al., 2007; Hotamisligil et al., 1996). O TNFa induziu estas
alteracbes na sinalizacdo insulinica em varios tipos celulares como em adipdcitos
murino (Hotamisligil et al., 1996), células hepaticas de ratos (Paz et al., 1997) e
células musculares (Del Aguila et al., 1999).

Alteracdes metabdlicas hepaticas em portadores de cancer também
parecem estar relacionadas ao TNF-a. O TNF-a em baixas doses (18 pg/kg)
diminuiu a expressao da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima chave
da neoglicogénese, em camundongos (Hill e McCall, 1992). Em concordancia, a
administragcdo de baixas doses de TNF-a (10 ug/kg) inibiu a neoglicogénese
hepatica a partir da alanina em ratos portadores de tumor Walker-256 (Kelmer-
Bracht, 2006). Entretanto, altas doses de TNF-a (250 ng/kg) mostraram efeitos
opostos, pois intensificaram a neoglicogénese a partir da alanina em hepatdcitos
isolados (Blumberg et al., 1995). Esses dados permitem inferir que o efeito do TNF-a
na neoglicogénese, estimulatério ou inibitério, parece depender da sua
concentragdo, a qual pode variar com o estagio de desenvolvimento tumoral,
tamanho e tipo de tumor, explicando, pelo menos em parte, a falta de consenso na
literatura com relagao a neoglicogénese em portadores de cancer.

Pacientes com varios tipos de cancer apresentaram neoglicogénese
aumentada a partir do lactato, alanina e glicerol (Tayek, 1992; Lundholm et al.,
1978). Similarmente, animais portadores de tumor apresentaram aumento da
neoglicogénese hepatica associada a maior atividade da PEPCK (Noguchi, 1989).

Por outro lado, ha trabalhos demonstrando diminuicdo da

neoglicogénese no estado portador de tumor. Estudos de perfusdo de figado
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evidenciaram diminuicdo da neoglicogénese em ratos portadores de tumor Walker-
256 quando o precursor neoglicogénico utilizado foi alanina (Corbello-Pereira et al.,
2004). Em concordancia, estudos de perfusdo de figado em ratos portadores de
tumor Walker-256 realizados em nosso laboratorio (Moreira, 2010) demonstraram
inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina, piruvato, lactato, mas nao a partir do
glicerol.

Estudos prévios de nosso laboratério também demonstraram que
ratos portadores do tumor Walker-256 apresentam redugédo da ingestdo alimentar,
massa corporea, massa muscular, glicemia e do conteudo de glicogénio hepatico e
aumento do triacilglicerol, acidos graxos livres, lactato e uréia plasmaticos (Cassola
et al.,, 2011), bem como diminuigdo da resposta periférica a insulina e da glicolise
hepatica (Morais, 2011). Estas alteracbes ndo foram decorrentes da menor ingestao
alimentar, mas foram mediadas provavelmente por fatores produzidos pelo tumor
e/ou por citocinas, como por exemplo, o TNFa produzido pelo hospedeiro e pelo
tumor.

Do ponto de vista clinico, as alteracbes metabdlicas presentes na
caquexia, em pacientes com cancer, levam a alteragées morfolégicas e funcionais.
No pulmdo, podem surgir atelectasias e pneumonias decorrentes da reducéo da
massa muscular diafragmatica. No figado, a desnutricdo também modifica a
morfologia hepatica, provoca edema e atrofia dos hepatdcitos, esteatose hepatica,
degeneragao mitocondrial e dos microssomos, e compromete as fungdes hepaticas,
restringindo a capacidade de depuracdo de farmacos e a sintese de albumina e
peptideos. Pode, ainda, afetar as fungdes gastrointestinais, provocando sindrome de
ma-absorcao, translocagédo dos microorganismos da microbiota intestinal normal,
através da mucosa intestinal, para outros 6rgéos devido a deficiéncia imunologica,
hipocloridria, atrofia das mucosas gastrica e intestinal, diminuicdo das
microvilosidades e diminuicdo da massa celular do tecido linfatico associado ao
intestino. O sistema imune também fica prejudicado no paciente caquético, devido a
diminuicdo na produgdo de imunoglobulinas, redugdo na atividade do sistema
complemento, do numero de linfécitos T e CD4, o que propicia o aumento da
susceptibilidade as infec¢bes de feridas, sepse e pneumonia pés-operatéria (Moreira
e Waitzberg, 2000).

Consequentemente, esse conjunto de manifestagcdes da sindrome

anorexia-caquexia pode contribuir para a diminuicdo da tolerancia ao tratamento
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oncolégico (Barauna Neto et al., 2001) e para a ocorréncia de complicagbes no
periodo poés-operatério, colaborando para o aumento do tempo de internagéo,
comprometendo a qualidade de vida do paciente e tornando o tratamento mais
oneroso (BRASIL, 2009).

O melhor tratamento da caquexia no cancer é curar o cancer, pois
isso reverteria completamente a sindrome da caquexia. Infelizmente, isso nao
acontece com frequéncia em adultos com tumores so6lidos avangados (Inui, 2002). A
segunda opgéo terapéutica poderia ser compensar a perda de peso através do
aumento da ingestao alimentar, porém, na maioria dos pacientes caquéticos, a
anorexia € somente uma parte do problema, ja que em um grande numero de
ensaios clinicos a intervengcédo nutricional ndo mostrou beneficio significativo em
relacdo a mudancga de peso ou a qualidade de vida (Boddaert et al., 2008).

Em vista disto, novas estratégias tem sido desenvolvidas no intuito
de combater as desordens metabdlicas relacionadas a perda de peso induzida pelo
tumor. Levando em conta o envolvimento de citocinas na caquexia, diferentes
estratégias terapéuticas tém sido baseadas no bloqueio da sintese ou acédo de
citocinas.

Estudos preliminares tém mostrado que algumas drogas inibidoras
da acédo de citocinas, como os agentes anti-TNFa, podem ser efetivas para o
tratamento da caquexia do cancer. Terapias biolégicas objetivando a neutralizag&o
da atividade do TNFa mostraram efeitos anti-caquéticos significativos em modelos
animais de céncer (Argilées et al., 2006; Llovera et al.,, 1996), sepse (Ghezzi e
Cerami, 2005), insuficiéncia cardiaca (Sharma e Anker, 2002), poliartrite (Shealy et
al., 2002) e de caquexia associada com infecgdo aguda por Trypanosoma cruzi
(Truyens et al., 1995). Com base nessas evidéncias, a terapia anti-TNFa tem sido
proposta para o tratamento da caquexia numa variedade de doencgas (Llovera et al.,
1996; Truyens et al., 1995; Shealy et al., 2002; Sharma e Anker, 2002; Argiles et al.,
2006).

O uso de anticorpos anti-citocinas e antagonistas de receptor de
citocinas tem conduzido a resultados interessantes. Em ratos portadores de tumor
ascitico de Yoshida AH-130, um tumor caquetizante, a terapia anti-TNFa resultou
numa reversao parcial das anormalidades no metabolismo de lipidios (Carbé et al.,
1994) e de proteinas (Costelli et al., 1993).
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Entre os antagonistas de TNFa clinicamente utilizados encontra-se o
infliximabe (Remicade®), um anticorpo monoclonal IgG, formulado como resultado
da tecnologia do DNA recombinante, altamente especifico em bloquear a ligagao do
TNFa ao seu receptor p55 e p75 (Ghezzi e Cerami, 2005; Jatoi et al., 2004).

O infliximabe € um medicamento aprovado para o tratamento de
numerosas doengas inflamatodrias crénicas complicadas pela caquexia (Bachmann et
al.,, 2010). Estudos clinicos tém evidenciado o papel benéfico da terapia com
infliximabe na prevencgao da perda de peso observada em pacientes com doenca de
Crohn (Franchimont et al., 2005), espondiloartropatia (Briot et al., 2005) e artrite
psoriatica (Sacareno et al., 2008).

Estudos realizados com o infliximabe, consistentes com o bloqueio
do TNFa, verificaram que sua administragdo intravenosa resultou na reducdo da
expressao de quimiocinas, de moléculas de adesado endotelial e de interleucinas,
reguladas pelo TNFa, em pacientes com doenga de Crohn e artrite reumatdide.
Concentragbes circulantes das citocinas inflamatorias IL1B e IL6, reguladas pelo
TNFa, foram reduzidas nestas doengas apds administragao de infliximabe (Lorenz et
al., 1996; Dullemen et al., 1995; Elliot et al., 1993)

Da mesma forma, estudos tém mostrado o efeito benéfico do
infliximabe sobre a resisténcia a insulina. Melhora na resposta a insulina foi
reportada em pacientes com diabetes tipo 2 (Yazdani-Biuki et al., 2004), artrite
reumatdide (Seriolo et al., 2008; Gonzalez-Gay et al., 2006) e artrite psoriatica
(Kiortsis et al., 2005) apds tratamento com infliximabe. Em animais, o uso crénico de
infliximabe também produziu efeitos benéficos sobre a homeostase da glicose em
modelo de diabetes induzida por obesidade, e sobre a resisténcia a insulina induzida
por dieta com alto teor de gordura (Araujo et al., 2007; Barbuio et al., 2007).

Contudo, o efeito do infliximabe na caquexia e nos disturbios
metabolicos associados ao cancer ainda sdo escassos e nao conclusivos. Diante

disso, seguem-se os objetivos do presente trabalho:
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar o efeito do infliximabe (anti-TNFa) no crescimento do
tumor Walker-256, no desenvolvimento da caquexia-anorexia e em alguns

parametros metabdlicos afetados pelo tumor.

2.2 EsSPECIiFICOS

Avaliar em ratos portadores de tumor Walker-256 o efeito do
infliximabe sobre:
v Crescimento tumoral;
v' Parametros relacionados a caquexia (massa corporal, adiposa e muscular) e
anorexia (ingestao alimentar);

v' Parametros metabdlicos do sangue (triacilglicerol, glicose, lactato e uréia);

<

Resposta periférica a insulina;

v" Neoglicogénese e glicolise hepaticas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DRroGAs

O infliximabe, um medicamento disponivel comercialmente nas
farmacias (remicade®), foi adquirido da Schering-Plough (Rio de Janeiro, Brasil). A
insulina regular foi obtida da Eli Lily (Rio de Janeiro, Brasil). Sais do liquido de
perfusdo, o precursor neoglicogénico e os demais reagentes foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St Louis, USA), Merck (Darmstad, Germany) ou Reagen (Rio

de Janeiro, Brasil).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar,
pesando entre 220 e 230 g, com livre acesso a agua e alimentados a vontade
com racao Nuvilab® para roedores. Os ratos foram fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina e mantidos no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, em gaiolas coletivas (5 animais por
gaiola), a uma temperatura de 23+2°C e com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os
experimentos com os animais foram sempre iniciados no mesmo horario para
minimizar variagdes circadianas.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina, n° de registro
06749.

Nos experimentos foram utilizados 5 a 20 animais por grupo,

divididos nos seguintes grupos:

e Grupo saudavel: ratos sem tumor, submetidos a injegao intraperitonial diaria

de salina por 12 dias.

e Grupo Walker-256 (WK): ratos portadores de tumor Walker-256, submetidos a

injecao intraperitonial diaria de salina por 12 dias.

e Grupo Walker-256 tratado com infliximabe (WK+infliximabe): ratos portadores
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de tumor Walker-256, submetidos a injecao intraperitonial diaria de infliximabe

por 12 dias.

3.3  IMPLANTACAO DO TUMOR WALKER-256 E PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O tumor Walker-256 € um carcinossarcoma de origem espontanea
de glandula mamaria de rata prenha (Earle, 1935), que apresenta crescimento
rapido e é capaz de se desenvolver na forma sdlida ou ascitica (Agostino e Cliffton,
1967; Caldarola et al., 1968). Sua implantacdo em ratos tem sido considerada um
modelo adequado para estudar a sindrome da caquexia/anorexia (Guaitani et al.,
1982), ja que em curto espago de tempo apds sua implantagéo verifica-se redugao
no peso do animal, dificuldade de ingestdo adequada de alimento (anorexia) e
catabolismo acentuado de proteinas, lipideos e carboidratos. Aos 14 dias apds o
implante, a massa tumoral pode representar uma fracdo consideravel do peso do
animal e a morte ocorre apos este periodo (Vicentino et al., 2002).

Neste trabalho, células Walker-256 foram mantidas através de
passagens semanais por inoculagdo asséptica intraperitonial de 1,0 x 10°
células/animal. Apds 7 dias de crescimento ascitico, os animais, anestesiados com
éter etilico, foram eutanasiados por deslocamento cervical e o exsudato peritonial foi
retirado e submetido a centrifugagéo diferencial, por 13 minutos, a 2500 rpm e 4°C
para obtencdo das células tumorais. As células foram ressuspensas em tampao
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 portadores de tumor (grupo WK) foram inoculados com 8,0
x 107 células tumorais viaveis/animal, subcutaneamente, no flanco direito traseiro.
No grupo saudavel, foi inoculado PBS no mesmo local. Para este procedimento os
animais foram previamente anestesiados com éter etilico.

Os ratos portadores de tumor tratados com infliximabe (grupo
WK+infliximabe) foram submetidos a injecao intraperitoneal diaria de infliximabe (0,5
mg/kg), duas vezes ao dia (8:00 e 17:00 horas), iniciando no dia da inoculagéo das
células tumorais. A solugéo de infliximabe foi preparada diariamente (100 ng em 100

ul de salina), sendo o esquema de administracdo e a dose diaria baseados em
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estudos prévios (Haida et al., 2011; Araujo et al., 2007; Barbuio et al., 2007). Os
ratos do grupo WK (ndo tratados) e também os ratos saudaveis (sem tumor)
receberam injecdo intraperitoneal de salina no lugar do infliximabe.

Os experimentos foram realizados 12 dias apdés a administracdo de
infliximabe ou salina. Em todos os experimentos, exceto para avaliagao da ingestao
alimentar, os animais foram submetidos a 24 horas de privagao alimentar para retirar
a interferéncia da menor ingestdo alimentar e do menor conteudo de glicogénio

hepatico dos ratos portadores de tumor.

3.4 EXPERIMENTOS PARA AVALIAR O EFEITO DO INFLIXIMABE NO CRESCIMENTO
TUMORAL, NOs PARAMETROS DE CAQUEXIA-ANOREXIA E NOS PARAMETROS

METABOLICOS DO SANGUE

Apos avaliacdo da ingestdo alimentar, ratos saudaveis e portadores
de tumor (grupos WK e WK+infliximabe) foram pesados e decapitados para coleta
de amostras de sangue para determinagao do triacilglicerol, glicose, lactato e uréia.
Em seguida, o tecido adiposo retroperitonial, o0 musculo gastrocnémio e o tumor
foram cuidadosamente dissecados e pesados.

A ingestao alimentar foi calculada pela diferenga entre a quantidade
de ragdo ofertada (30 g) aos animais, alojados individualmente em gaiolas
metabdlicas, e a sobra da racéo ao final de 24 horas.

A alteragcdo da massa corporal foi calculada pela diferenca entre a
massa corporal final (dia 12) e a massa corporal inicial (dia 1).

A ingestédo alimentar e as massas dos tecidos adiposo e muscular

foram expressas por 100 g de peso corporal (g%).

35 EXPERIMENTOS PARA AVALIAR O EFeEITO DO INFLIXIMABE NA RESPOSTA

PERIFERICA A INSULINA

A resposta glicémica para insulina foi avaliada por meio do teste de
tolerancia a insulina (ITT). Para isto, insulina (0,25 U/kg) foi administrada
endovenosamente (veia cava inferior) nos ratos saudaveis e portadores de tumor
(grupos WK e Wk+infliximabe), previamente anestesiados com pentobarbital sddico

(40 mg/kg). Amostras de sangue foram coletadas da veia cava inferior no tempo 0
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(basal - antes da injecao de insulina) e nos tempos 5, 10, 15 e 30 minutos apds a

injecao de insulina para avaliagao da glicemia.

3.6 EXPERIMEN TOS PARA AVALIAR DO EFEITO DO INFLIXIMABE NA NEOGLICOGENESE E

GLICOLISE HEPATICAS.

Para avaliar a neoglicogénese e glicolise hepaticas ratos saudaveis
e portadores de tumor (grupos WK e WK+infliximabe) foram pesados e submetidos a
técnica de perfusdo de figado in situ, introduzida no Brasil por Kelmer-Bracht e
colaboradores (1984).

O sistema para a perfusdo de figado é composto por: reservatorios
para o liquido de perfusdo, uma bomba peristaltica e um oxigenador de membrana,
acoplados a um banho-maria com bomba de circulagao externa de agua aquecida e
um cilindro com mistura carbogénica (02/C02=95/5%).

O oxigenador de membrana € formado por um cilindro duplo de
aluminio, ao redor do qual estdo enrolados tubos de silicone de parede fina (0,25
mm), com didmetro interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A camara
interna do cilindro de aluminio é termostatizada pelo banho-maria, por meio da
bomba de circulagdo externa de agua aquecida. O cilindro de aluminio esta isolado
do ambiente por uma cobertura cilindrica de plastico transparente, mantendo-se no
seu interior uma atmosfera de O, e CO,, nas proporcoes de 95:5. O sistema ainda
contém um dispositivo que impede a entrada de bolhas de ar no figado (capta-
bolhas).

O liquido de perfusdo utilizado foi o tampao Krebs/Henseleit-
bicarbonato (KH), modificado por Souza (1999). No sistema de perfuséo o liquido de
perfusdo é impulsionado pela bomba peristaltica em direcdo ao oxigenador de
membrana. Neste local se processam as trocas gasosas. O O, e o CO; contidos na
atmosfera carbogénica (95% O, / 5% CO,), por troca passiva, passam para o liquido
de perfusao que circula no interior dos tubos de silicone. A fina espessura da parede
destes tubos, seu pequeno diametro e o seu comprimento total (grande area de
secgao transversa) favorecem as trocas. Com os fluxos normalmente utilizados
(nunca acima de 45 mL por minuto), o tempo de permanéncia do liquido no
oxigenador de membrana € de aproximadamente 1 minuto, e a saturagao, proxima a

99%. Desse modo, o liquido saturado de ar (21% de O2, 78% de N, além de outros),
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por troca passiva, satura-se com 95% de O, e 5% de CO; A entrada de CO; no
liquido de perfusao diminui o seu pH inicial de 7,6 para 7,4. O liquido de perfusao
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 direcdo a canula a ser inserida na veia porta.

Para a perfusdo do figado, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (40 mg/Kg) e fixados em mesa cirurgica. O abdémen foi aberto
até a altura do diafragma por uma incisdo longitudinal central e duas incisdes
laterais, com exposicdo do figado e dos demais 6rgaos. Ligaduras frouxas foram
colocadas ao redor da veia cava inferior, logo acima da veia renal direita, e ao redor
da veia porta. Em seguida a veia porta foi canulada sob baixo fluxo,
aproximadamente 10 mL/minuto e, imediatamente apds a canulagdo, os vasos
abdominais abaixo do figado foram seccionados para que houvesse completo
dessangramento deste 6rgdo. Esta incisdo da vazdo ao liquido extra que é
bombeado para o sistema circulatério, evitando o aumento excessivo de pressdo no
figado. Logo apds, o fluxo foi elevado para garantir a oxigenagdo hepatica, e a
ligadura em torno da veia porta foi amarrada para fixacédo da canula. O térax foi
aberto para exposicdo completa do figado, e a veia cava inferior, acima do
diafragma, foi ocluida para desviar o liquido, que deixa o figado através da veia
hepatica, para a veia cava inferior, abaixo do figado. Posteriormente, a veia cava
inferior (porgéo infra-hepatica) foi canulada para a coleta do liquido de perfusao
efluente.

Logo apds, o fluxo através do figado foi ajustado para valores que
permitissem sua oxigenagédo adequada (aproximadamente 4 mL.min'1.g'1 de figado).
Este fluxo estd muito acima dos valores fisioldgicos (0,15 mL.min"'.g") e visa
compensar a auséncia de eritrocitos no liquido de perfuséo.

Apos os 20 minutos iniciais de perfusdo, para a estabilizagdo do
consumo de oxigénio, a perfusao do figado foi realizada da seguinte forma: de 0 a
10 minutos com KH e de 10 a 40 minutos com alanina 2,5 mM (para avaliagcédo da
neoglicogénese) ou glicose 20 mM (para avaliagdo da glicolise). Durante este
periodo, o liquido efluente do figado, foi coletado em intervalos de 2 minutos para
determinagdo da concentragao de glicose, uréia, lactato ou piruvato.

Ao término do experimento, o figado foi retirado e pesado para que a
producdo de glicose, uréia, lactato ou piruvato por grama de figado (umol.min™.g™")

pudesse ser quantificada. A glicolise foi calculada como a soma da produgdo e
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lactato mais piruvato e as areas sob as curvas (AUCs) foram calculadas no intervalo
de tempo onde o figado foi submetido a perfusdo com o precursor neoglicogénico ou

glicose, ou seja, de 10 a 40 minutos.
3.7 PROCEDIMENTOS ANALITICOS
3.7.1 Determinagao Da Concentragao De Triacilglicerol

A concentragdo de triacilglicerol no plasma foi determinada por
método enzimatico baseado na reagdo de Trinder (1969). Neste método, os
triacilglicerdis sdo convertidos pela lipase a glicerol e acidos graxos, o glicerol a
glicerol-1-fosfato pela glicerolquinase e o glicerol-1-fostato resultante é oxidado
enzimaticamente pela glicerol-1-fosfato oxidase (G-1-P) a perdxido de hidrogénio e
di-hidroxiacetona fosfato. O perdéxido de hidrogénio, em presenca da peroxidase
(POD), produz a ligagao oxidativa do 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonato (DHBS)
com a 4-aminoantipirina (4-AAP) e da origem a um cromégeno com o maximo de
absorcao no comprimento de onda de 505 nm.
triacilglicerol __"Pas¢

glicerol + ATP_dicerlauinase  glicerol-1-fosfato + ADP
G-1-P

glicerol + acidos graxos

glicerol-1-fosfato + O di-hidroxiacetona fosfato + H,O»

2H,0, + 4-AAP + DHBS —2°2__, quinoneimina + 2 H,0

3.7.2 Determinagdo Da Concentragdo De Glicose

As concentragbes de glicose no plasma e no perfusado foram
medidas pelo método da glicose-oxidase (Bergmeyer e Bernt, 1974). Neste método,
a glicose € oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a acido glucénico e
peréxido de hidrogénio (H202). O H,O,, em presenca de peroxidase (POD), produz a
ligacdo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e da origem a um
cromégeno com maximo de absor¢gdo em 505 nm de comprimento de onda. O

esquema a seguir resume estas reagoes:
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glicose + O, + H,0 92 4cido gluconico + H.0;

2H,0, + 4-AF + fenol -2, 4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H,0
3.7.3 Determinacgao Da Concentragao De Lactato

O lactato plasmatico e do perfusado foi quantificado por método
enzimatico, segundo a técnica de Gutmann e Wahlefeld (1974). Neste método, o
lactato € oxidado a piruvato pelo NAD® em uma reacdo catalisada pela lactato-
desidrogenase (LDH), conforme esquematizado a seguir. A formagdo de NADH é
proporcional a concentragcao de lactato e medida espectrofotometricamente a 340

nm.

lactato + NAD*— 2", piruvato + NADH + H*

3.7.4 Determinagao Da Concentragao De Piruvato

A concentracio de piruvato no perfusado foi quantificada por método
enzimatico, de acordo com técnica de Czok e Lamprecht (1974). Nesse método, o
piruvato é convertido enzimaticamente em lactato, com oxidacdo de quantidades
estequiométricas de NADH, em uma reacido catalisada pela LDH, que pode ser
observada abaixo. A oxidacdo de NADH é proporcional a quantidade de piruvato

convertido e medida espectrofotometricamente a 340 nm.

piruvato + NADH + H* _P" | [ -lactato + NAD"

3.7.5 Determinagao Da Concentragao De Uréia

As concentragcbes de uréia no plasma e no perfusado foram
determinadas por método enzimatico, de acordo com a técnica de Gutmann e
Bergmeyer (1974), no qual a uréia é hidrolisada pela urease a ambnia e gas
carbbnico. A amdnia reage em pH alcalino com hipoclorito de sédio e fenol, sob agéo
catalisadora do nitroprussiato de sédio, para formar azul de indofenol, como segue
adiante. A concentracao de azul de indofenol é proporcional a concentracido de uréia

na amostra e é medida espectrofotometricamente a 600 nm.
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uréia + HZO& 2NH; + CO,
2NH;3 + 2NaCIO 2NH,CI + 2NaOH
2NHyCI + 2 fenol + 2NaOH 2-p-aminofenol + 2NaCl + 2H,0

2-p-aminofenol + 2 fenol + O, 2 indofenol + 2 H,O

3.8 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

A distribuicdo normal (testes de Shapiro-Wilk e Lilliefors) e a
homogeneidade das variancias (testes de Levene e Brown Forsythe) foram
analisadas e testes estatisticos apropriados (mostrados nas legendas das figuras)
foram empregados para analise dos resultados. As analises foram realizadas
utilizando-se o programa Statistica 7.0 ou GraphPad Prism 5.0. Os dados foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM) e ao nivel de significancia de
5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 EFEITO DO INFLIXIMABE NA MASSA TUMORAL

Como observado na figura 1, o tratamento com infliximabe nao
alterou o crescimento tumoral. As massas tumorais dos animais Walker-256 nao

tratados (WK) e dos tratados com infliximabe (WK+infliximabe) durante 12 dias,
foram semelhantes.

Figural— Massa tumoral de ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com

infliximabe (WK+infliximabe) ou nado tratados (WK), submetidos a 24
horas de privagao alimentar.
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Cada barra representa a média + EPM de 9 a 12 experimentos. Resultados analisados por test t de
Student nao-pareado.

4.2 EFEITO DO INFLIXIMABE NOS PARAMETROS RELACIONADOS A CAQUEXIA-ANOREXIA

4.2.1 Efeito Do Infliximabe Na Massa Corporal

Os animais dos grupos WK e WKH+infliximabe apresentaram
significativa perda de massa corporal 12 dias apdés a implantagcdo do tumor.

Enquanto os animais saudaveis ganharam aproximadamente 40 g, o grupo WK
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perdeu aproximadamente 20 g e o tratamento com infliximabe reduziu esta perda em

45% (figura 2).

Figura 2 — Alteragdo da massa corporal de ratos saudaveis e portadores de tumor
Walker-256 tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou nao tratados
(WK), submetidos a 24 horas de privagéo alimentar.
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Cada barra representa a média + EPM de 9 a 20 experimentos. Resultados analisados por ANOVA
One-Way seguida de Newman-Keuls. **p<0,001 versus saudavel e “p<0,05 versus WK.

4.2.2 Efeito Do Infliximabe Na Massa Do Tecido Adiposo Retroperitonial

Os animais do grupo WK apresentaram reducao significativa (48%)
na massa do tecido adiposo retroperitonial quando comparados aos animais
saudaveis. No entanto, esta perda foi prevenida pelo tratamento com infliximabe,
uma vez que o grupo WKH+infliximabe apresentou massa adiposa retroperitonial
semelhante a dos animais saudaveis e significantivamente maior (41%) que o grupo

WK (figura 3).
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Figura 3 — Massa do tecido adiposo retroperitonial de ratos saudaveis e portadores
de tumor Walker-256 tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o
tratados (WK), submetidos a 24 horas de privagao alimentar
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Cada barra representa a média + EPM de 9 a 12 experimentos. Resultados analisados por ANOVA
One-Way seguida de Newman-Keuls. “p<0,01 versus saudavel e “p<0,05 versus WK.

4 2.3 Efeito do Infliximabe na Massa do Musculo Gastrocnémio

A figura 3 demonstra que os animais WK apresentaram redugéo
significativa na massa do musculo gastrocnémio (7%) quando comparada a dos
animais saudaveis. Entretanto, ndo houve diferenca na massa do musculo

gastrocnémio no grupo WK+infliximabe em relagdo aos grupos saudavel e WK.



31

Figura4 — Massa do musculo gastrocnémio de ratos saudaveis e portadores de
tumor Walker-256 tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou nao
tratados (WK), submetidos a 24 horas de privagao alimentar
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Cada barra representa a média + EPM de 6 a 12 experimentos. Resultados analisados por ANOVA
One-Way seguida de Newman-Keuls. “p<0,05 versus saudavel.

4.2.4 Efeito do Infliximabe na Ingestdo Alimentar

Conforme demonstrado na figura 5, houve redugao significativa na
ingestao alimentar do grupo WK (23%), mas nao no grupo WK+infliximabe, quando
comparada ao grupo saudavel. Os animais WK+infliximabe apresentaram tendéncia

a maior ingestao alimentar que o grupo WK.



32

Figura 5 — Ingestao alimentar de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratadoiecom infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o tratados (WK).
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Cada barra representa a média + EPM de 9 a 12 experimentos. Resultados analisados por ANOVA
One-Way seguida de Newman-Keuls. *p<0,05 versus saudavel.

4.3 EFEITO DO INFLIXIMVABE NOS PARAMETROS METABOLICOS DO SANGUE
4.3.1 Efeito do Infliximabe no Triacilglicerol Plasmatico

A concentragao plasmatica de triacilglicerol nos ratos portadores de
tumor (WK e WKH+infliximabe) mostrou-se significativamente maior que dos animais
saudaveis. O aumento dos triacilglicerol foi de 156% para o grupo WK e 118% para
o grupo WK+infliximabe em relagdo ao grupo saudavel. O valor do triacilglicerol do

grupo WK+infliximabe tendeu a ser menor que dos animais WK (figura 6).
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Figura6 —  Concentracbes de triacilglicerdis plasmatico de ratos saudaveis e
portadores de tumor Walker-256 tratados com infliximabe

(WK+infliximabe) ou n&o tratados (WK), submetidos a 24 horas de
privagao alimentar.
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Cada barra representa a média = EPM de 13 a 15 experimentos. Resultados analisados por Kruskal
Wallis seguido por teste de Dunn. **p<0,001 e *“p<0,01 versus saudavel.

4 3.2 Efeito do Infliximabe na Glicemia

Os valores de glicemia dos animais WK e WK+infliximabe, os quais
foram similares, mostraram-se significativamente menores (26%) que os

encontrados nos animais saudaveis (figura 7).
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Figura 7 — Glicemia de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados
com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o tratados (WK), submetidos a 24
horas de privacao alimentar
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Cada barra representa a média + EPM de 10 experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-

Way seguida de Newman-Keuls. “p<0,01 versus saudavel.

4.3.3 Efeito do Infliximabe no Lactato Plasmatico

O lactato plasmatico dos animais portadores de tumor (WK e

WK+infliximabe) foi significativamente maior que dos saudaveis. O aumento do

lactato plasmatico dos grupos WK e WK+infliximabe foi

muito préximo e

aproximadamente 68% maior em relacdo aos animais saudaveis (figura 8).
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Figura 8 — Concentracdes de lactato plasmatico de ratos saudaveis e portadores de
tumor Walker-256 tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o
tratados (WK), submetidos a 24 horas de privacao alimentar.
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Cada barra representa a média + EPM de 13 a 16 experimentos. Resultados analisados por Kruskal
Wallis seguido por teste de Dunn. ***p<0,001 versus saudavel.

4.3.4 Efeito do Infliximabe na Uréia Plasmatica

Como mostrado na figura 9, nao houve diferenga nas concentragoes
de uréia plasmatica entre o grupo WK e WK+infliximabe. Ambos apresentaram
aumento significativo e semelhante (70%) na concentragdo de uréia quando

comparados aos animais saudaveis.



36

Figura 9 — Concentracdes de uréia plasmatica de ratos saudaveis e portadores de
tumor Walker-256 tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o
tratados (WK), submetidos a 24 horas de privacao alimentar.

100

E Saudavel
1 WK

3 WK + infliximabe
80

60+

40

Uréia plasmatica (mg/dL)

20+

O_

Cada barra representa a média + EPM de 13 a 16 experimentos. Resultados analisados por Kruskal
Wallis seguido por teste de Dunn. **p<0,001 versus saudavel.

4.4 EFEITO DO INFLIXIMABE NA RESPOSTA PERIFERICA A INSULINA

A administracdo endovenosa de insulina promoveu acentuada e
gradativa diminuigdo da glicemia nos animais saudaveis, sendo mais pronunciada
aos 30 minutos (figura 10A).

Entretanto, nos animais portadores de tumor (WK e WK+infliximabe)
a administragcéo de insulina promoveu redugao mais discreta na glicemia em relagéo
aos animais saudaveis (figura 10A). A porcentagem de reducdo da glicemia foi
significantemente menor no tempo de 5, 10, 15 e 30 minutos para o grupo WK e nos
tempos 10, 15 e 30 minutos para o grupo WK+infliximabe em relagdo aos animais
saudaveis (figura 10B).
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Figura 10 — Glicemia (A) e porcentagem de alteragdo da glicemia (B) apos a
administragao de insulina em ratos saudaveis e portadores de tumor
Walker-256 tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o tratados
(WK), submetidos a 24 horas de privacao alimentar.
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A glicemia foi avaliada nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 30 minutos apds administragcdo endovenosa
de insulina (0,25 U/Kg). Os dados representam a média + EPM de 9 a 11 experimentos. Diferencas
dentro do mesmo grupo (A), em relagdo ao tempo 0 minuto, foram analisadas pelo teste de Friedman
seguido pelo teste de Dunn para multiplas comparagdes. “p<0,05, *p<0,01 e **p<0,001. Diferencas
entre os grupos saudavel, WK e WK+infliximabe (B), dentro do tempo fixado, foram analisados por
ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. “p<0,01 e **p<0,001 versus saudavel.
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4.5 EFEITO DO INFLIXIVABE NA NEOGLICOGENESE HEPATICA

Os valores basais de produgdo de glicose, observados nos 10
primeiros minutos de perfusdo, os quais correspondem a liberacdo de glicose
proveniente do glicogénio residual, foram baixos e nao diferiram entre os grupos
saudavel e portadores de tumor (WK e WK+infliximabe) (figura 11A). Vale ressaltar
que todos os animais utilizados nestes experimentos foram submetidos a 24 horas
de privagao alimentar para deplecéo do glicogénio hepatico.

A infusdo do precursor neoglicogénico alanina no figado, aos 10
minutos do periodo de perfusdo, promoveu rapido aumento na produgao de glicose
(figura 11A), lactato (figura 12A), piruvato (figura 13A) e uréia (figura 14A), nos
animais saudaveis e nos portadores de tumor (WK ou WK+infliximabe). No entanto,
os figados dos animais portadores de tumor apresentaram menor producdo de
glicose, piruvato e uréia (figuras 11B, 13B e 14B) e tendéncia de redugcdo na
producao de lactato (figura 12B) quando comparado ao grupo saudavel. Contudo, a
reducao na producao de glicose e uréia (figuras 11B e 14B) tendeu a ser menor no

grupo WK+infliximabe do que no WK, como evidenciado pelas AUCs.
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Figura 11 — Producéao de glicose (A) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs)
(B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou ndo tratados (WK),
submetidos a 24 horas de privagao alimentar.
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Figados de ratos foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Alanina
(2,5 mM) foi infundida entre 10 e 40 minutos. Dados representam a média + EPM de 5 a 11
experimentos. Diferencas entre as AUCs foram analisadas por Kruskal-Wallis seguido do teste de

Dunn. *p<0,01 versus saudavel.



40

Figura 12 — Produgédo de lactato (A) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs)
(B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o tratados (WK),
submetidos a 24 horas de privacao alimentar
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Figados de ratos foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Alanina
(2,5 mM) foi infundida entre 10 e 40 minutos. Dados representam a média + EPM de 5 a 8
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas por ANOVA One-Way seguido de
Newman-Keuls.
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Figura 13 — Producéao de piruvato (A) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs)
(B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou ndo tratados (WK),
submetidos a 24 horas de privagao alimentar.
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Figados de ratos foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Alanina
(2,5 mM) foi infundida entre 10 e 40 minutos. Dados representam a média £+ EPM de 5 a 10
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas por ANOVA One-Way seguido de
Newman-Keuls. ‘p<0,05 e *p<0,01 versus saudavel.
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Figura 14 — Producéo de uréia (A) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (B)
em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o tratados (WK),
submetidos a 24 horas de privagao alimentar.
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Figados de ratos foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Alanina
(2,5 mM) foi infundida entre 10 e 40 minutos. Dados representam a média £+ EPM de 5 a 10
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas por ANOVA One-Way seguido de

Newman-Keuls. ‘p<0,05 e *p<0,01 versus saudavel.
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4.6 Efeito do Infliximabe na Glicdlise Hepatica

A infusdo hepatica de glicose (20 mM), aos 10 minutos do periodo
de perfusdo, aumentou a producdo de lactato nos grupos saudavel, WK e
WK+infliximabe, porém, o aumento foi significativamente menor (figura 15A), no
grupo WK e WK+infliximabe como evidenciado pelas AUCs (figura 15B).

O mesmo observou-se em relagao a produgao hepatica de piruvato,
onde, houve aumento da sua producédo apos infusdo de glicose tanto no grupo
saudavel quanto nos portadores de tumor (WK e WK+infliximabe) sendo este
aumento significativamente menor nos grupos WK e WK+infliximabe em relacéo ao
grupo saudavel (figuras 16A e 16B).

A glicdlise, calculada como a soma da produgao hepatica de lactato
e piruvato, também mostrou-se aumentada apos infusdo de glicose no grupo
saudavel e nos grupos WK e WKH+infliximabe, sendo este aumento menos
acentuado nos grupos portadores de tumor (figura 17A), como poder ser verificado
pelas AUCs (figura 17B). Como na produgdo de lactato e piruvato, também nao
houve diferengca significativa na taxa de glicdlise entre os animais WK e

WK+infliximabe.

Figura 15 — Produgado de lactato (A) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs)
(B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou n&o tratados (WK),
submetidos a 24 horas de privagao alimentar.
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Figados de ratos foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Glicose
(20 mM) foi infundida entre 10 e 40 minutos. Dados representam a média + EPM de 5 a 10
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas por Kruskal Wallis seguido por teste de

Dunn. "p<0,05 e

sokok

p<0,001 versus saudavel.
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Figura 16 — Producgao de piruvato (A) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs)
(B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou ndo tratados (WK),
submetidos a 24 horas de privagao alimentar
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Figados de ratos foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Glicose
(20 mM) foi infundida entre 10 e 40 minuto. Dados representam a média + EPM de 5 a 10
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas por Kruskal Wallis seguido por teste de
Dunn. *p<0,05 e “p<0,01 versus saudavel
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Figura 17 — Glicdlise (A) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (B) em
figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256
tratados com infliximabe (WK+infliximabe) ou ndo tratados (WK),
submetidos a 24 horas de privagao alimentar
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Figados de ratos foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Glicose
(20 mM) foi infundida entre 10 e 40 minutos. Dados representam a média + EPM de 5 a 10
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas por Kruskal Wallis seguido por teste de
Dunn. "p<0,05 e *“p< 0,001 versus saudavel.
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5 DISCUSSAO

O infliximabe & um anticorpo anti-TNFa que neutraliza a atividade do
TNFa por se ligar a sua forma soluvel e prevenir a sua interagdo com receptores de
superficie celular (Knight, 1993). E uma das drogas disponiveis e aprovadas para
uso humano e esta sendo amplamente empregado por milhares de pacientes para o
tratamento de algumas doencgas inflamatérias (Bachmann et al., 2010; Scott e
Kingsley, 2006).

Com base nestas evidéncias e em outros efeitos metabdlicos
benéficos do infliximabe (Haida et al., 2011; Araujo et al., 2007; Barbuio et al., 2007;
Gonzales-Gay et al., 2006; Yazdani-Biuki et al., 2004) e considerando que o TNFa é
um importante mediador da caquexia e de varias alteragdes metabdlicas associadas
ao cancer, avaliou-se no presente trabalho, o efeito do infliximabe no crescimento
tumoral, nos parametros de caquexia-anorexia e em alguns parametros metabdlicos
afetados pelo tumor Walker-256.

Embora o TNFa esteja envolvido no controle do crescimento tumoral
e ha relatos de que o TNFa enddgeno, produzido cronicamente no microambiente
do tumor, aumenta o crescimento do tumor (Balkwill, 2002), o tratamento com
infliximabe durante 12 dias ndo alterou o crescimento do tumor Walker-256 (figura
1). Em concordancia, a terapia com outros agentes anti-TNFa n&o alterou o
crescimento do tumor Yoshida AH-130 (Costelli, 1993), porém diminuiu o
crescimento do tumor induzido por metilcolantreno (MCG-101) (Gelin et al., 1991).

Apesar do tratamento com infliximabe nao ter reduzido o
crescimento tumoral, ele diminuiu a acentuada perda de massa corporea (figura 2) e
do tecido adiposo retroperitonial (Figura 3) induzidas pelo tumor.

A perda de peso na caquexia do cancer € em grande parte devida a
deplecdo de massa adiposa (Tisdale et al., 2010; Argilés et al., 2007, 2005;
Augtsson et al., 2007) e o TNFa € apontado como o principal mediador desta
alteracdo. O TNFa diminui a massa adiposa por estimular a lipdlise por meio da
ativacdo da proteina quinase ativada por mitégeno (MEK) e da quinase relacionada
com sinal extracelular (ERK), confluindo com a diminuicdo da expressdo da
fosfodiesterase 3B, a enzima degradante de adenosina monofosfato ciclica (AMPc),

resultando em aumento de AMPc intracelular, o qual ativa a proteina quinase A
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(Tisdale, 2003; Warne, 2003), estimuladora da lipase horménio sensivel (HSL).

Além de estimular a lipolise (Tisdale, 2003; Warne, 2003;
MacDouglad e Mandrup, 2002), o TNFa é capaz de promover aumento da apoptose
de adipdcitos e pré-adipocitos (Warne, 2003; Prins et al., 1997) e inibir a lipogénese
e adipogénese (Warne, 2003). O resultado do tratamento com infliximabe sobre a
massa adiposa, prevenindo sua perda, indica o TNFa como sendo o principal
mediador desta alteracdo neste modelo experimental de cancer, embora o fator
mobilizador de lipideos (LMF), produzido pelo tumor, e o fator zinco-alfa-2
glicoproteina (ZAG), produzido pelo tumor e hospedeiro, sejam outros mediadores
envolvidos na perda de massa adiposa associada ao cancer (Tisdale, 2010, 2004,
2003).

Em concordancia com nossos resultados, o tratamento com outros
agentes anti-TNFa diminuiu a perda de peso em camundongos portadores de
adenocarcinoma de pulmao ou de sarcoma induzido por metilcolantreno, através da
reducao da deplecdo de massa adiposa (Sherry et al., 1989).

Além de amenizar a perda de massa corporea e prevenir a perda de
massa adiposa retroperitoneal, o tratamento com infliximabe tendeu amenizar a
diminuicdo da massa do musculo gastrocnémio (figura 4) induzida pelo tumor. A falta
de efeito significativo do infliximabe na redugdo da massa muscular esquelética é
consistente com seu efeito discreto, embora significativo, na perda de massa
corpoérea e sugere que o TNFa ndo é o principal mediador da perda de massa do
gastrocnémio.

A reducdo da massa muscular esquelética induzida pelo tumor pode
ter sido devida a elevada degradacédo e/ou a reduzida sintese protéica (Tisdale,
2000, 1999) elou em decorréncia da apoptose celular (Argilés et al., 2005)
promovidas pelo TNFa e por outras citocinas (IL6, IL1 e INFy), assim como por
outros mediadores produzidos pelo tumor, como o (PIF) (Loberg et al., 2007; Kotler,
2000) e os toxormdnios (Rubin, 2003).

Diversos estudos tém demonstrado que as citocinas e o PIF
induzem degradagdo protéica através da ativagdo da via proteolitica ubiquitina-
proteassoma dependente de ATP (Tisdale, 2003, 2002, 2001) e que o PIF (Tisdale,
2001, 2000) e os toxorménios (Rubin, 2003) reduzem a sintese protéica muscular

esquelética através da fosforilagdo do fator de iniciagao eucariético alfa 2 (elF2a.),
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uma proteina que medeia um dos passos necessarios para a iniciagao da traducao
do acido ribonucléico mensageiro (MRNA) (Tisdale, 2010). Estudos tém também
mostrado que os niveis circulantes de PIF correlacionam com o aparecimento da
caquexia (Wigmore et al., 2002; Cariuk et al. 1997; Todorov et al., 1997), e que
antagonistas para o PIF (Smith et al, 2004; May et al, 2002) foram capazes de
prevenir a perda muscular em pacientes com cancer, sugerindo que esse fator
tumoral possa ser mais importante do que outros fatores na perda de massa
muscular esquelética (Donohoe et al., 2011).

Diferente dos resultados do presente estudo, a terapia com outro
agente anti-TNFo diminuiu a degradagéao protéica e a perda de massa do musculo
gastrocnémio em ratos portadores do tumor ascitico Yoshida AH-130 (Costelli et al.,
1993). No entanto, a falta de efeito significativo do infliximabe na redugdo da massa
do musculo gastrocnémio, no presente estudo, ndo descarta a possibilidade do
infliximabe ter efeito protetor sobre a degradacdo de outros musculos, como, por
exemplo, o séleo, uma vez que o tratamento agudo com TNFa causou elevagéo da
taxa proteolitica e inibicdo da sintese protéica no musculo séleo, mas nao no
gastrocnémio e extensor digitério (Tisdale, 2005).

O tratamento com infliximabe também tendeu amenizar a diminuigao
da ingestao alimentar (figura 5), sugerindo que outros fatores, além do TNFa, estéo
envolvidos na anorexia presente nos ratos portadores de tumor Walker-256.
Citocinas como a IL1 e o TNFa induzem anorexia por estimularem a liberacdo do
fator liberador de corticotrofina (CRH, fator anorexigénico) no hipotalamo (Arruda et
al., 2010; Martgnoni et al., 2003) e o disparo de neurbnios sensiveis a glicose do
nucleo ventromedial do hipotdlamo e da area hipotalamica lateral (Argilés et al.,
2003). A IL1, em particular, tem sido associada a anorexia pelo bloqueio da
liberagdo do neuropeptidio Y (NPY, fator orexigénico). Os niveis desse peptideo
encontram-se reduzidos em ratos anoréxicos portadores de tumor e uma correlagao
entre ingestdo alimentar e IL1 no cérebro tem sido encontrada em ratos com cancer
(Chance et al., 1994)

Assim como nos nossos resultados, a administracao
intracerebroventricular de infliximabe ndo aumentou a ingestdo alimentar em ratos
portadores de tumor Walker-256 (Arruda et al., 2010), no entanto, a terapia com

outros agentes anti-TNFa aumentou a ingestdo alimentar em ratos anoréxicos
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portadores de outros tipos de tumor (Torelli at al., 1999; Smith e Kluger, 1993).

Adicionalmente, o tratamento com infliximabe tendeu amenizar o
aumento do triacilglicerol plasmatico (figura 6) sugerindo também que outros fatores,
além do TNFa, devem estar envolvidos na hipertriacilglicerolemia provocada pelo
tumor Walker-256.

A hipertriacilglicerolemia dos ratos portadores de tumor pode ter
sido causada por inibicdo da LPL induzida por citocinas (TNFa, IL6, IL1a, INFa e
INFy) e pelo aumento de acidos graxos livres no sangue (Delarue e Magnan, 2007;
Meter e Gressner, 2004; Tisdale, 1999; Warne, 2003; Yu e Ginsberg, 2005). No
figado, o TNFa aumenta a expressao de genes envolvidos na sintese de acidos
graxos, enquanto diminui a expressdo de genes envolvidos na oxidagao de acidos
graxos. Desta forma, o TNFa estimula a produgao de VLDL pelo figado. O aumento
da secregao de VLDL, juntamente com a inibicdo da LPL, mediada pelo TNFa no
tecido adiposo, resulta em significativa hipertriacilglicerolemia. (Mlinar et al., 2007;
Grunfeld e Feingold, 1992).

Além disso, o tratamento com infliximabe tendeu amenizar a reducéao
da resposta periférica a insulina (figura 10) nos ratos portadores de tumor, sugerindo
também que o TNFa ndo é o unico mediador desta alteragdo nesse modelo
experimental de cancer.

A resisténcia a insulina no cancer tem sido relacionada as citocinas
pro-inflamatorias (TNFa e IL6) (Kanety et al., 1995; Noguchi et al., 1998; Yoshikawa
et al., 1999; Moller 2000; Warne, 2003; Kim et al., 2004) e ao aumento dos acidos
graxos livres circulantes (Delarue e Magnan, 2007; Schinner et al., 2005; Boden,
2002; Shulman, 2000) os quais interferem negativamente na cascata de sinalizagao
da insulina, diminuindo a captacgéo de glicose estimulada pela insulina.

O TNFa € capaz de promover resisténcia a insulina por aumentar a
fosforilagdo em residuos de serina e diminuir a fosforilagdo da tirosina do IRS-1,
diminuindo a agao estimulatéria da insulina, além de reduzir a fosforilagdo da
proteina quinase B (PKB ou AKT), diminuindo a captagao da glicose, uma vez que a
translocacao do transportador de glicose GLUT4 é dependente, dentre outros, da
fosforilacdo da PKB (Plomgaard et al., 2005).

A IL6 também tem sido relacionada a diminuicdo da sensibilidade

muscular e hepatica a insulina, o que pode ser devida, pelo menos em parte, a
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reducao da associagao do IRS-1 com a fosfaditilinositol-3-quinase (PI3K), reduzindo
o transporte de glicose estimulado pela insulina (Kim et al., 2004).

Ja o aumento nas concentragbes de acidos graxos circulantes,
provenientes do catabolismo aumentado do tecido adiposo, pode prejudicar a
sinalizagdo da insulina devido ao acumulo intracelular de intermediarios do
metabolismo de acidos graxos (acil-CoA, diacilglicerol e ceramidas) e,
consequentemente de espécies reativas de oxigénio (ROS), que ativam
serina/treonina quinases, enzimas que fosforilam os aminoacidos serina e treonina,
prejudicando a fosforilagdo da tirosina de proteinas da cascata de sinalizagdo da
insulina, reduzindo assim, a captagao e oxidagao da glicose (Delaure e Magnan,
2007; Schinner et al., 2005; Shulman, 2000).

Em contraste a falta de efeito significativo do infliximabe na resposta
periférica a insulina, o tratamento com infliximabe, na mesma dose utilizada no
presente estudo, melhorou a transducéao de sinal da insulina (Barbuio et al., 2007) e
restaurou a homeostase glicémica (Araujo et al.,, 2007) em modelo animal de
resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica. Outros estudos também
reportaram o efeito benéfico do infliximabe no controle glicémico de pacientes
resistentes a insulina (Gonzales-Gay et al., 2006; Yazdani-Biuki et al., 2004). Além
disso, a neutralizagdo do TNFa, com outro agente anti-TNFa, aumentou a
autofosforilacdo do IR e a fosforilagdo do IRS-1 no tecido adiposo e muscular,
passos importantes para a sinalizagdo insulinica (Hotamisligil et al.,1994).
Entretanto, outros estudos mostraram falha na melhora da sensibilidade a insulina
apdés administracdo de anticorpo anti-TNFoa em pacientes portadores de diabetes
tipo 2 (Ofei et al., 1996; Paquot et al., 2000).

Com relagcdo a neoglicogénese hepatica a partir da alanina, o
tratamento com infliximabe tendeu amenizar sua reducéo induzida pelo tumor (figura
11), sugerindo também que o TNFa ndo é o unico mediador desta inibigc&o.

A inibicdo da neoglicogénese hepatica nos ratos portadores de
tumor, evidenciada pela menor producao de glicose (figura 11), piruvato (figura 13) e
uréia (figura 14) e pela tendéncia na redugdo da produgao de lactato (figura 12),
pode ter sido resultante da agao inibitoria de citocinas, uma vez que a administracao
de TNFa e IL1B inibiu a neoglicogénese hepatica a partir da alanina em perfusao de

figado (Kelmer-Bracht et al., 2006). Similarmente, o TNFa inibiu a neoglicogénese a
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partir do lactato em cultura de hepatocitos (Caton et al., 2009) e o TNFa (Caton et
al., 2009), IL1B e IL10 (Yerkovich et al., 2004; Metzger et al.,, 1997) reduziram a
atividade da PEPCK (enzima chave da neoglicogénese).

Diferentemente dos nossos resultados, o tratamento com infliximabe
na mesma dose usada no presente estudo, restaurou o0 aumento da neoglicogénese
hepatica em modelo animal de obesidade e diabetes induzida por dieta (Haida et al.,
2011).

Portanto, é improvavel que a falta de efeito significativo do
infliximabe nos varios parametros metabdlicos afetados pelo tumor Walker-256
(figuras 4, 5, 6, 10 e 11) foi devida a utilizagao de dose insuficiente de infliximabe,
uma vez que doses similares foram efetivas na redugao dos niveis de TNFa (Barbuio
et al., 2007; Woodruff et al., 2003) e reverteram completamente algumas alteragdes
metabdlicas em modelos experimentais ndo associados ao cancer (Haida et al.,
2011; Araujo et al., 2007; Barbuio et al., 2007).

Em contraste aos efeitos ou tendéncia de efeitos benéficos do
infliximabe ja descritos, o tratamento com infliximabe ndo atenuou a redugéo
acentuada da glicélise (figura 15) e glicemia (figura 7) e nem o aumento do lactato
(figura 8) e uréia (figura 9) no sangue dos ratos portadores de tumor. Esta falta de
efeito do infliximabe sugere que o TNFa ndo esta envolvido nestas alteragdes
metabdlicas.

A reducdo da glicdlise no figado dos ratos portadores de tumor
Walker-256 parece estar relacionada a inibicdo da glicoquinase (Vicentino et al.,
2002), enzima que fosforila a glicose que entra no hepatécito, favorecendo a sua
captacao hepatica. A redugéo da atividade da glicoquinase pode ser devida a baixa
concentragcao de insulina no sangue dos ratos portadores de tumor (Fernandes et
al.,, 1990) e/ou a diminuicdo da resposta hepatica a insulina, ja que a insulina
aumenta a atividade da glicoquinase.

O principal fator que contribui para a redugao da glicemia e aumento
do lactato no sangue em portadores de tumor de crescimento rapido parece ser a
alta taxa de captagcédo e utilizacdo de glicose pelo tumor, ou seja, parece ser o
metabolismo das células tumorais. Tumores de crescimento rapido, como o tumor
Walker-256, tendem a ter pobre suprimento sanguineo, levando o tumor a baixa
oxigenacao e utilizagao da via glicolitica anaerdbica para a produgdo de energia

(Piffar et al., 2003; Vicentino et al., 2002). A hip6xia desvia o fluxo metabdlico da
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célula tumoral para a via glicolitica anaerdbica, através da ativacado do fator induzido
por hipdéxia (HIF), o que promove aumento acentuado no consumo de glicose e
producao de lactato pelo tumor, produto final desta via (Brahimi-Horn et al., 2007,
Marin-Hernandez et al., 2009; Tisdale, 2002). Assim, o lactato produzido pelas
células tumorais pode ter sido, entre outros, responsavel pelo aumento da sua
concentracdo no sangue. Similarmente, é possivel que a produgao de uréia pelas
células Walker-256 (Rebeca et al., 2006) tenha contribuido de forma importante para
elevacdo da uremia nos ratos portadores de tumor. A falta de efeito do infliximabe na
alteragcdo da glicemia, lactato e uréia no sangue é consistente com a falta de

influéncia desta terapia anti-TNFa. no crescimento tumoral.
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6 CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que o tratamento dos ratos

portadores de tumor Walker-256 com infliximabe:

v" Nao alterou o crescimento tumoral;

v" Amenizou a perda de massa corpérea e preveniu a perda de massa do tecido

adiposo retroperitonial;

v Tendeu a atenuar a diminuicdo da massa musculo gastrocnémio, a ingestéao
alimentar, a resposta periférica a insulina e a neoglicogénese hepatica, assim como

0 aumento do triacilglicerol plasmatico;

v" Nao atenuou a redugado da glicemia e glicélise e nem o aumento do lactato e

uréia plasmaticos.

Estes resultados fornecem evidéncias adicionais para o papel do
TNFa na patogénese das alteragcbes metabdlicas associadas ao tumor Walker-256,
demonstrando que o TNFa ndo é o unico mediador destas alteragées neste modelo

experimental de cancer.
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