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RESUMO

Resisténcia insulinica tem sido relacionada a caquexia do cancer. Entretanto,
poucos estudos tém avaliado o efeito de agentes sensibilizadores da insulina na
prevencao da perda de peso associada ao cancer. O presente estudo investigou os
efeitos da metformina e pioglitazona, isoladas ou associadas com a insulina, sobre a
resisténcia insulinica, caquexia, crescimento tumoral e outras anormalidades
metabolicas induzidas pelo tumor Walker-256 em ratos. A metformina (300 ou 500
mg.kg™") ou pioglitazona (5 mg.kg™"), isoladas ou associadas com insulina NPH
(1,0 ULkg™), foram administradas uma vez ao dia, por 12 dias, iniciando no mesmo
dia da inoculacdo das células tumorais. A resposta periférica a insulina foi avaliada
por meio do teste de tolerancia a insulina (ITT), a glicolise, glicogendlise e
neoglicogénese em perfusédo de figado e as proteinas teciduais por western blotting.
Os tratamentos com metformina (300 ou 500 mg.kg™"), isolado ou associado com
insulina, de modo similar, ndo alteraram o crescimento tumoral, a perda de massa
corporal, adiposa retroperitoneal e mesentérica e dos musculos gastrocnémio e
extensor digital longo e nem a anorexia dos ratos portadores de tumor. A resposta
periférica a insulina, o conteudo de Akt fosforilada (p-Akt) e a relagado p-Akt/Akt total
no tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico, que estdo reduzidas nos ratos
portadores de tumor, também n&o foram afetadas pelos tratamentos. No figado, os
tratamentos dos ratos portadores de tumor com metformina 500 mg.kg™, isolado ou
associado com insulina, ndo tiveram efeito sobre a inibicdo da glicdlise e
neoglicogénese e nem sobre a glicogendlise. Nos experimentos com pioglitazona,
devido a variagdo no padrao desenvolvimento tumoral, os ratos foram separados em
ratos com tumores menores (17 g) ou maiores (30 g). Os tratamentos com
pioglitazona, isolado ou associado com insulina ndo alteraram o crescimento
tumoral, mas, de modo similar, preveniram parcialmente a perda de massa corporal
e adiposa retroperitoneal, reduziram a resisténcia a insulina e a concentracdo de
triacilglicerdis e acidos graxos livres no sangue dos ratos portadores de tumores
menores, mas nao tiveram efeitos sobre a perda de massa do tecido adiposo
mesentérico e musculo gastrocnémio, anorexia, conteudo aumentado de LHS e
TNFa no tecido adiposo retroperitoneal, reducdo do conteudo de p-Akt e da relagao
p-Akt/Akt total no tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico desses animais. Nos
ratos portadores de tumores maiores, os tratamentos com pioglitazona ou
pioglitazona e insulina ndo tiveram efeitos sobre a maioria dos parametros. Pode ser
concluido que o tratamento com metformina, isolado ou associado com insulina, n&o
atenuou a caquexia induzida pelo tumor Walker-256, possivelmente por né&o
melhorar a resisténcia a insulina e ndo reduzir o crescimento do tumor. Ja o
tratamento com pioglitazona melhorou a sensibilidade periférica a insulina,
possivelmente por reduzir a concentragdo de acidos graxos livres no sangue, e
reduziu a perda de peso corpdreo dos ratos com tumores menores, sem alterar o
crescimento tumoral, sugerindo um papel da resisténcia a insulina no



desenvolvimento da caquexia induzida pelo tumor Walker-256. Os resultados
sugerem beneficios clinicos da pioglitazona na prevengao da perda de peso quando
o tumor é pequeno ou em estagios menos severos de caquexia.

Palavras-chave: Cancer. Hipercatabolismo. Hipoinsulinemia. Alteracoes
metabdlicas. Perfusdo de figado in situ.
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associated with insulin, on insulin resistance and metabolic abnormalities relating to
cachexia induced by tumor Walker -256 in rats. 2016. 65 p. Dissertation (Master’s Degree
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ABSTRACT

Insulin resistance has been associated to cancer cachexia. However, few studies
have evaluated the effect of insulin sensitizers agents in the prevention of weight loss
associated with cancer. The present study investigated the effects of metformin and
pioglitazone, isolated or associated with insulin, on insulin resistance, cachexia,
tumor growth and other metabolic abnormalities induced by Walker-256 tumor in rats.
Metformin (300 or 500 mg.kg™) or pioglitazone (5 mg.kg™), isolated or associated
with NPH insulin (1.0 Ul.kg™) were administered for 12 days, once a day, starting on
the day of tumor cell inoculation. Peripheral insulin response was evaluated by the
insulin tolerance test (ITT), glycolysis, glycogenolysis and gluconeogenesis in liver
perfusion and tissue proteins by western blotting. Treatment with metformin (300 or
500 mg.kg™), isolated or in combination with insulin, similarly, did not affect tumor
growth, loss of body weight, retroperitoneal and mesenteric fat, gastrocnemius and
long digital extensor muscles and anorexia of the tumor-bearing rats. Peripheral
insulin response, the content of phosphorylated Akt (p-Akt) and the p-Akt/total-Akt
ratio at retroperitoneal and mesenteric adipose tissue, which are reduced in the
tumor-bearing rats were not affected by treatments. In the liver, the treatments of
tumor-bearing rats with metformin 500 mg.kg™”, isolated or in combination with
insulin, had no effect on the inhibition of glycolysis and gluconeogenesis and nor in
glycogenolysis. In experiments with pioglitazone, due to variation in standard tumor
development, the rats were divided into rats with smaller (17 g) or larger tumors (30
g). Treatment with pioglitazone, isolated or in combination with insulin did not affect
tumor growth but, in a similar manner, partially prevented the loss of body weight and
retroperitoneal fat, reduced insulin resistance and the concentrations of triglycerides
and free fatty acids in the blood of rats with smaller tumors, but had no effect on the
loss of mesenteric fat and gastrocnemius muscle mass, anorexia, increased LHS and
TNFa content in the retroperitoneal adipose tissue, reducing the p-Akt content and
the p-Akt/total Akt ratio in mesenteric and retroperitoneal adipose tissue of these
animals. In rats with larger tumors, treatment with pioglitazone or pioglitazone and
insulin had no effect on most parameters. It can be concluded that treatment with
metformin, isolated or associated with insulin, did not attenuate cachexia induced by
Walker-256 tumor, possibly by not improve insulin resistance and not reduce tumor
growth. However, the pioglitazone treatment, isolated or associated with insulin,
similarly improved peripheral insulin sensitivity, possibly by reducing the
concentration of free fatty acids in the blood, and reduced the loss of body weight in
rats with smaller tumors, without changing tumor growth, suggesting a role of insulin
resistance in the development of cachexia induced by Walker-256 tumor. The results
suggest clinical benefits of pioglitazone to preventing weight loss when the tumor is
small or in less severe stages of cachexia.

Keywords: Cancer. Hypercatabolism. Hyperinsulinemia. Metabolic disorders. Liver
perfusion.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma das principais causas de morte em todo o mundo. Segundo
estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, até o ano de 2025 seréao cerca de 19
milhdes de mortes por céncer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Destas
mortes, cerca de 50% estéo relacionadas a sindrome da caquexia (TISDALE, 2009).

A caquexia do cancer é caracterizada por perda progressiva de peso corporeo,
ocasionada por um desbalanco metabdlico, onde ocorre predominio do catabolismo e
anorexia (TISDALE, 2005; BENNANNI-BAITI; WALSH, 2009). Nesse quadro ha
alterac6es no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, bem como resisténcia a
insulina, com intensa perda de massa muscular, acompanhada ou nao de perda de
massa adiposa (ARGILES; BUSQUETS; LOPEZ-SORIANO, 2005; GORDON; GRENN;
GOGGIN, 2005; EVANS et al., 2008; TISDALE, 2010).

As alteracbes metabdlicas presentes na caquexia do cancer resultam da
complexa interacdo entre o tumor e o hospedeiro (SKIPWORTH et al., 2007). Tanto as
células tumorais quanto as células do sistema imune do hospedeiro, em resposta a
presenca do tumor, produzem fatores denominados mediadores da caquexia (TISDALE,
2005). Moléculas como o fator indutor de protedlise (PIF), o fator mobilizador de lipidios
(LMF) e as citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e as
interleucinas 1 (IL1) e 6 (IL6) estdo associadas a protedlise e lipdlise (MANTOVANI et
al., 2000; GORDON; GRENN; GOGGIN, 2005), contribuindo para a perda de massa
muscular e adiposa observada na caquexia. Aléem disso, a atividade metabdlica do
proprio tumor, que utiliza os nutrientes da corrente sanguinea do hospedeiro para a
proliferacéo celular também contribui para as alteracbes metabdlicas e desenvolvimento
da caquexia (TISDALE, 2001).

Além dos mediadores da caquexia e da demanda metabdlica do tumor, é
possivel que a resisténcia a insulina presente em portadores de cancer (LUNDHOLM;
HOLM; SCHERSTEN, 1978; HONORS; KINZIG, 2012) também contribua para as
alteracbes metabdlicas observadas neste estado patoldgico.

A resisténcia insulinica é caracterizada por alteracdes na via de sinalizacdo da
insulina, resultando em reducéo da translocacéo de transportadores de glicose GLUT4
e consequentemente da captacdo de glicose pelos tecidos periféricos (KANETY et al.,
1995; YOSHIKAWA; NAGUCHI; SATOH, 1999; WARNE, 2003; KIM et al., 2004), assim
como em aumento dos processos catabolicos e reducdo dos processos anabdlicos,
entre outros efeitos (REGINATO; LAZAR, 1999).
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Citocinas pro-inflamatérias como o TNFa e a IL6 interferem negativamente na
via de sinalizacdo da insulina e tém sido relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia a insulina no cancer (NOGUCHI et al., 1998). O aumento de acidos graxos
livres circulantes no cancer (ROFE et al., 1994; CASSOLLA et al., 2012) também pode
prejudicar a atuacéo da insulina, pois 0 acumulo de intermediarios do metabolismo dos
acidos graxos e, em consequéncia, de espécies reativas de oxigénio (EROs), também
interfere negativamente na via de sinalizacdo da insulina (SHULMAN, 2000; BODEN,
2002; SCHINNER et al., 2005; DELARUE; MAGNAN, 2007).

Os efeitos de agentes farmacoldgicos sensibilizadores da acdo da insulina
como metformina e rosiglitazona foram investigados em alguns modelos experimentais
de cancer, demonstrando melhora na sensibilidade a insulina e prevencéo da perda de
massa corporal (ROPELLE et al., 2007; ASP et al., 2010), reducdo da expressao de
marcadores associados a protedlise muscular (ASP et al., 2010), redugdo dos niveis
plasmaticos de TNFa e aumento da sobrevida (ROPELLE et al., 2007), sem alterar a
massa tumoral. Tais resultados sugerem que o uso de sensibilizadores da insulina pode
ter efeitos benéficos em algumas alteracbes metabdlicas associadas ao cancer, ja que
a resisténcia insulinica esta associada ao hipercatabolismo, resultando principalmente
em perda de massa corporal associada ao cancer. E também possivel que a melhora
da sensibilidade periférica a insulina reduza a oferta de nutrientes para as células
tumorais, desfavorecendo o desenvolvimento tumoral.

A metformina, disponivel comercialmente como cloridrato de metformina
(Glifage®), é um antidiabético da classe das biguanidas, também utilizado como
sensibilizador da acdo da insulina no tratamento do diabetes mellitus tipo Il. A
metformina parece ter efeitos diretos na via de sinalizacdo da insulina, sendo capaz de
aumentar a atividade tirosino-quinase do receptor de insulina (GUNTON et al., 2003),
favorecendo a captacédo de glicose. No entanto, grande parte dos efeitos da metformina
parece ser resultante da ativacdo da proteina quinase ativada pelo monofosfato de
adenosina (AMPK) (ZHOU et al., 2001; HADAD; FLEMING; THOMPSON, 2008),
enzima que participa da manutencdo da homeostase energética celular em varios
tecidos, principalmente no figado (VIOLLET et al., 2009). A metformina é capaz de inibir
o complexo | da cadeia respiratéria (STEPHENNE et al., 2011), reduzindo os niveis
intracelulares de adenosina trifosfato (ATP), com consequente aumento de adenosina
monofosfato (AMP), ocasionando a ativacdo da AMPK (HAWLEY et al., 2010; VIOLLET

et al., 2012). Quando ativada, a AMPK estimula proteinas da via de sinalizacdo da
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insulina, como a proteina quinase 3 (PI3K) e o substrato da Akt (AS160), as quais
induzem a translocacdo do transportador de glicose GLUT4 para a membrana
plasmatica, aumentando a captagdo periférica de glicose pelos tecidos (JAKOBSEN et
al., 2001; TREEBAK et al., 2006; KURTH-KRACZEK et al., 1999).

A AMPK também leva as células a um estado catabdlico, estimulando vias
geradoras de ATP, como a oxidacao da glicose (glicélise) e de acidos graxos, e inibindo
vias que consomem ATP, como a neoglicogénese hepatica e a lipogénese, reduzindo
assim a producao hepatica de glicose e a interferéncia dos lipidios na sensibilidade a
insulina (ZHOU et al., 2001; HARDIE; ROSS; HAWLEY, 2010; ANDUJAR-PLATA; PI-
SUNYER; LAFERRERE, 2012).

Além dos efeitos sensibilizadores da insulina, a metformina também é apontada
como capaz de reduzir o crescimento tumoral de diversos tipos de tumores (BHALLA et
al., 2012; VITALE-CROSS et al., 2012; SANCHEZ-ALVAREZ et al., 2013), incluindo o
tumor Walker-256, porém em ratos obesos MSG (FONSECA et al., 2011).

A pioglitazona, disponivel comercialmente como cloridrato de pioglitazona
(Actos®) é um antidiabético da classe das tiazolidinedionas (TZDs), utilizado no
tratamento do diabetes mellitus tipo Il como sensibilizador da insulina. As TZDs sao
moléculas agonistas do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
(PPARY), um fator de transcricdo pertencente a familia dos receptores nucleares,
altamente expresso no tecido adiposo e, em menor quantidade, no musculo esquelético
e figado (BARISH; NARKAR; EVANS, 2006; TAVARES; HIRATA; HIRATA, 2007). O
PPARy regula a expressdo de genes responsivos a insulina, relacionados
principalmente ao metabolismo, armazenamento e transporte de lipidios (BARISH;
NARKAR; EVANS, 2006).

As TZDs, por ativacdo do PPARy, promovem a expressdo de genes
responsaveis pela captagéo e armazenamento de lipideos no tecido adiposo, reduzindo
as concentracdes plasmaticas de acidos graxos e triacilglicerol e, consequentemente, a
lipotoxicidade no musculo e figado, melhorando a sinalizagdo da insulina nestes tecidos
(YAMAUCHI et al, 200l1a; EVANS; BARISH; WANG, 2004; TONTONOZ;
SPIEGELMAN, 2008). Além disso, ao ativar o PPARYy, as TZDs também sao capazes
de reduzir a liberacdo de adipocinas que promovem a resisténcia a insulina, como TNFa
(PERALDI; XU; SPIEGELMAN, 1997) e resistina (STEPPAN et al., 2001), além de
aumentar a liberacdo de adiponectina (YAMAUCHI et al.,, 2001b), molécula que

estimula a oxidacdo de acidos graxos e reduz a producédo hepatica de glicose, além de
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melhorar a sensibilidade a insulina no musculo e figado (EVANS; BARISH; WANG,
2004).

A pioglitazona é apontada como capaz de reduzir a proliferagdo celular em
alguns tipos de tumores (SHEN; DENG; ZHANG, 2007; TAKANO et al., 2008), mas
também apresentou efeitos pro-tumorais (LI et al., 2011). Foi mostrado que o
tratamento com pioglitazona durante 14 dias ndo afetou o crescimento do tumor Walker-
256 (TRUDA et al., 2012).

O tumor Walker-256 tem sido considerado um bom modelo experimental para
estudar a sindrome da caquexia no cancer (GUAITANI et al., 1982; BASTOS-PEREIRA
et al., 2010), por apresentar crescimento rapido e induzir a um forte estado caquético no
animal (VICENTINO et al., 2002). Ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam
diversas alterac6es metabdlicas caracteristicas da caquexia como anorexia; reducao da
massa muscular e adiposa; reducdo da glicemia e do conteudo de glicogénio hepatico;
aumento do triacilglicerol, acidos graxos livres, lactato e ureia plasmaticos; reducédo da
glicélise e neoglicogénese hepatica; diminuicdo da resposta hepatica ao AMPc, tanto no
catabolismo do glicogénio quanto na glicélise; reducéo da resposta periférica a insulina,
sugerindo resisténcia periférica a insulina (CASSOLLA et al.,, 2012; MORAIS et al.,
2012; MOREIRA et al., 2013), além de hipoinsulinemia (FERNANDES et al., 1990).

Em suma, é possivel que a resisténcia insulinica e a hipoinsulinemia possam
estar envolvidas no aumento do catabolismo em vérios tecidos, contribuindo para a
progressdo e agravamento da caquexia do cancer. Desse modo, estudos visando
encontrar estratégias terapéuticas para a correcdo da resisténcia insulinica e da
hipoinsulinemia associadas ao cancer sdo muito importantes.

Diante disso, 0 presente estudo buscou avaliar os efeitos da metformina e
pioglitazona, isoladas ou associadas com a insulina, visto que ratos portadores de
tumor Walker-256 apresentam hipoinsulinemia, sobre varios disturbios metabdlicos
induzidos pelo tumor Walker-256 em ratos. O efeito destes farmacos sobre o

crescimento do tumor também foi avaliado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Investigar os efeitos da metformina ou pioglitazona, isoladas ou associadas com
a insulina, sobre a resisténcia insulinica, caquexia e outras anormalidades metabdlicas

induzidas pelo tumor Walker-256.

2.2 Especificos

Avaliar em ratos portadores de tumor Walker-256 o efeito dos tratamentos com
metformina ou pioglitazona, bem como da associacdo destes farmacos com insulina,
sobre:

— Crescimento tumoral;

— Parametros relacionados a caquexia (massa corpérea, muscular e adiposa) e
anorexia (ingestao alimentar);

— Resposta periférica a insulina;

— Proteinas da via de sinalizacdo da insulina: Akt total e Akt fosforilada (p-Akt);

— Gilicolise, glicogendlise e neoglicogénese hepatica;

— Parametros teciduais: TNFa e lipase hormdnio sensivel (LHS);

— Concentracdes séricas de triacilglicerol e acidos graxos livres.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Quimicos

A metformina (Glifage®) foi adquirida da Merck & Co. (Darmstad, Germany), a
pioglitazona (Actos®) da Abbott Laboratories (Chicago, USA) e a insulina NPH
(Humulin®) e regular (Humalog®) da Eli Lilly do Brasil Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Os
anticorpos primarios foram adquiridos da Cell Signaling Technology® (Danvers, USA),
Abcam® (Cambridge, USA) ou Santa Cruz Biotechnology® (Dallas, USA), os anticorpos
secundarios da Jackson ImunoReaserch Laboratories, Inc (West Grove, USA) e os
inibidores de proteases da AMRESCO® LLC (Solon, USA). Os sais do liquido de
perfusdo, os precursores neoglicogénicos e os demais reagentes foram obtidos da
Sigma Chemical Co. (St Louis, USA), Merck & Co. (Darmstad, Germany), Reagen (Rio

de Janeiro, Brasil) ou Laborclin (Pinhais/PR, Brasil).

3.2 Animais e implanta¢cédo do tumor Walker-256

Nos experimentos foram utilizados ratos machos Wistar (220-230 g),
alimentados com dieta padrdo para roedores (Nuvilab, CR-1 Nuvital®). Os ratos foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina e mantidos no
Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas em caixas coletivas, a uma
temperatura de 23+2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas.

Células do carcinossarcoma Walker-256 foram mantidas através de passagens
semanais por inoculacédo asséptica intraperitoneal de 1,0x10°6 células por animal. Ap6s
sete dias de crescimento ascitico, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e o exsudato peritoneal foi retirado e submetido a centrifugacédo diferencial
(2500 rpm, 15 min, 4°C) para obtencao das células tumorais. As células tumorais foram
ressuspensas em tampao salina fosfato (PBS: fosfato 16,5 mM, NaCl 137 mM e KCl 2,7
mM), pH 7,4, e sua viabilidade foi avaliada pelo método de exclusdo do azul de tripan
em camara de Neubauer. Para a implantacdo do tumor, foram inoculadas 8x107 células
tumorais viaveis no flanco direito dos ratos. Ratos saudaveis receberam PBS no mesmo
local.

Os experimentos foram sempre iniciados no mesmo horario para minimizar
variacdes circadianas. Para a analise de cada parametro foram utilizados de 5 a 30
animais por grupo. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL, n° de registro
09161).
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3.3 Tratamentos

Ratos portadores de tumor Walker-256 foram tratados por via oral (gavagem)
com metformina (300 ou 500 mg.kg?') ou pioglitazona (5 mg.kg?), isoladas ou
associadas com insulina NPH (1,0 Ul.kg?, subcutaneo), uma vez ao dia (17:00 hs),
durante 12 dias, a partir do dia da inoculacdo das células tumorais. As doses de
metformina (FONSECA et al., 2011; ROPELLE et al., 2007), pioglitazona e insulina
(TAKADA et al., 2008) utilizadas foram baseadas em estudos prévios. Ratos controle
(portadores de tumor ou saudaveis) receberam agua (veiculo) no lugar da metformina e
pioglitazona ou salina (veiculo) no lugar de insulina. Os experimentos foram realizados
12 dias apoés o inicio dos tratamentos. No dia 12, os ratos foram tratados 3 horas antes
dos experimentos. Para a andlise do conteido de Akt e p-Akt e de parametros
hepaticos em perfusdo de figado, os ratos foram tratados com metformina 500 mg.kg,

isolada ou associada com insulina, mas ndo com metformina 300 mg.kg.

3.4 Avaliacdo de parametros relacionados a caquexia-anorexia e do crescimento
tumoral

Para a avaliacdo da ingestdo alimentar, no 10° dia apdés a inoculacdo das
células tumorais ou PBS (ratos saudaveis), os ratos foram alojados individualmente em
gaiolas metabdlicas, contendo 50 g de racdo e agua a vontade. Apés 24 horas (11°dia),
a sobra da racdo foi pesada e subtraida da quantidade ofertada inicialmente, para o
célculo da quantidade diaria ingerida por 100 gramas de peso corporal (g%), de acordo
com a equacao a seguir, onde: ia= ingestao alimentar em gramas; mc= massa corporea
do animal; mt= massa do tumor.

ia(g%) = —12 %100
m t

Apés a avaliagdo da ingestédo alimentar, os ratos foram pesados, anestesiados
com tiopental (50 mg.kg?) e laparotomizados para a coleta de amostras de sangue da
veia cava inferior para avaliacdo das concentracdes de glicose, triacilglicerol e acidos
graxos livres no soro. Em seguida, os ratos foram eutanasiados por dessangramento e
o tumor, tecido adiposo retroperitoneal, tecido adiposo mesentérico, musculo
gastrocnémio e musculo extensor digital longo (EDL) foram cuidadosamente retirados e
pesados. As massas dos tecidos foram expressas por 100 gramas de peso corporal
(g%), de acordo com a equacgao a seguir, onde: m= massa do tecido; mc= massa
corpérea; mt= massa do tumor.

m(g%) = M 100
mc—mt
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A alteracdo da massa corporal, em gramas, foi avaliada de acordo com a
equacao a seguir, onde: mcf =massa corporea final do animal, mt= massa do tumor em
gramas e mci= massa corporea inicial do animal.

Alteracéo de massa corporal (g) = [(mcf —mt )—mci ]

O tecido adiposo retroperitoneal, tecido adiposo mesentérico e musculo
gastrocnémio foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a
-80°C para analise por Western blotting da lipase sensivel a horménio (LHS), TNFa e de

proteinas da via de sinalizacdo da insulina, como a Akt total e Akt fosforilada (p-Akt).

3.5 Western blotting para avaliacdo da Akt total, p-Akt, LHS e TNFa

Para avaliacdo do conteudo destas proteinas, por Western blotting (TOWBIN et
al., 1979; MAHMOOD; YANG, 2012; ESLAMI; LUJAN, 2010; JENSEN, 2012), o tecido
adiposo retroperitoneal e mesentérico e 0 musculo gastrocnémio foram
homogeneizados em solug¢ao tampao (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, MgCl2 1 mM, EDTA
1 mM, NasP207 5 mM, NaF 10 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10%, NasVOa4 0,5 mM, Tris
20 mM, pH 7,8) contendo inibidores de proteases (PIC e PMSF 0,2 mM). O homogenato
foi centrifugado (12.000 rpm, 40 min, 4°C) e as proteinas totais do sobrenadante foram
quantificadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Quantidades iguais de proteinas totais foram aplicadas em gel de poliacrilamida
10%, submetidas a eletroforese (100 V) e a eletro-transferéncia das proteinas do gel
para a membrana de nitrocelulose (2 horas - 80 V). A membrana de nitrocelulose foi
corada com ponceau, para deteccdo reversivel rapida das bandas de proteinas apos a
transferéncia. Em seguida, a membrana foi lavada com PBST (tampé&o salina fosfato
com 0,1% de Tween-20), submetida ao bloqueio com leite em p6 por 1 h, para impedir
ligacbes inespecificas entre a membrana e o anticorpo, e incubada com anticorpo
primério anti-Akt (1:1000), anti-p-Akt (1:1000), anti-LHS (1:1000), ou anti-TNFa (1:1000)
overnight a 4° C. Posteriormente, a membrana foi lavada com PBST e incubada com
anticorpo secundario, conjugado com peroxidase (1:5000) por 75 min a temperatura
ambiente. As membranas foram novamente lavadas com PBST e submetidas a reacao
de quimioluminescéncia, por meio da incubacdo com substrato que fluoresce quando
exposto a peroxidase, para deteccdo dos blots. Os blots foram visualizados em
fotodocumentador (Amersham Image®) e analisados usando o programa Image J
(National Institutes of Health, USA). Os valores de Akt total, p-Akt, LHS e TNFa foram

normalizados pela proteina constitutiva y-tubulina. A densidade dos blots foi expressa

em unidades arbitrarias (UA).
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3.6 Teste de toleréancia a insulina para avaliacdo da resposta insulinica periférica

A resposta glicémica para insulina foi avaliada por meio do teste de tolerancia a
insulina (ITT). Neste teste, insulina regular (0,25 Ul.kg™) foi administrada na veia cava
inferior em ratos anestesiados com tiopental (50 mg.kg?). Amostras de sangue para
avaliacao da glicemia foram coletadas da veia cava inferior nos tempos 0 (basal), 5, 10,
15 e 30 minutos ap6s a administracdo de insulina. A constante de desaparecimento da
glicose no plasma (KITT), um indicador da resposta periférica a insulina, foi calculada a
partir da regresséao linear dos valores da glicemia obtidos entre 5 a 15 minutos apds a
injecao de insulina, intervalo onde ocorre a fase linear de queda da glicemia (BONORA
et al., 1989; SERAPHIM; NUNES; MACHADO, 2001).

3.7 Perfusdo de figado in situ para avaliacdo da glicdlise, glicogendlise e
neoglicogénese

Para a perfusdo do figado in situ, os ratos foram anestesiados com tiopental
(50 mg.kg!) e as veias porta e cava inferior foram canuladas como previamente
descrito (MORAIS et al.,, 2012; DA ROCHA et al., 2014; DE SOUZA et al., 2015;
BASSOLI et al., 2015). O liquido de perfusdo, tampédo Krebs-Henseleit (KH: NaCl 115
mM, NaHCO3 25 mM, KCI 5,8 mM, Na2S0a4 1,2 mM, MgCl21,18 mM, NaH2PO4 1,2 mM e
CaCl2 2,5 mM), pH 7,4 a 37°C e saturado de 0O2:CO2 (95:5%), foi introduzido na veia
porta (4 ml.min-! por grama de figado) e o liquido efluente do figado foi coletado da veia
cava inferior, em intervalos de 2 minutos, para determinar as concentracdes de glicose,
lactato e piruvato.

Para avaliacdo da glicélise e neoglicogénese, figados de ratos submetidos a 24
horas de privacéo alimentar, para deplecdo do glicogénio hepatico, foram perfundidos
com KH por 10 minutos, seguido de perfusdo por 30 minutos com KH + glicose 20 mM
(avaliagédo da glicélise) ou KH + L-alanina 2,5 mM (avaliacdo da neoglicogénese). Para
a avaliacdo da glicogendlise, figados de ratos alimentados foram perfundidos com KH
por 30 minutos.

A glicdlise foi calculada como a soma da producdo de lactato e piruvato e a
glicogendlise como a soma da producéo de glicose + Y2 (lactato + piruvato) liberados no
perfusado efluente do figado. As diferengcas na producdo de lactato, piruvato e glicose
antes e durante a infusdo de glicose ou L-alanina, foram utilizadas para calcular as

areas sob a curva (AUCs).
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3.8Analises bioquimicas

3.8.1 Determinacao da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose no soro e perfusado do figado foi medida pelo
método da glicose-oxidase (BERGMEYER; BERNT, 1974). Neste método, a glicose é
oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a acido glucénico e peroxido de
hidrogénio (H202). O H202, em presenca de peroxidase (POD), produz a ligacao
oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e da origem a um cromdégeno com

méximo de absor¢do em 505 nm de comprimento de onda.

Glicose + O2 + H20 &892, Acido glucbnico + H20:2

2 H202 + 4-AF + fenol _P20, 4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + 4 H20

3.8.2 Determinacao da concentracao de lactato

O lactato no perfusado do figado foi quantificado por método enzimatico
(GUTMANN; WAHLEFELD, 1974). Nesse método, o L-lactato é oxidado a piruvato pelo
NAD* em uma reacado catalisada pela lactato desidrogenase (LDH). A formacao de
NADH é proporcional a concentragéo de L-lactato e medida espectrofotometricamente a
340 nm.

L-lactato + NAD* —LBH_,  piruvato + NADH + H*

3.8.3 Determinacao da concentracao de piruvato

As concentracdes de piruvato no perfusado foram quantificadas de acordo com
0 método enzimético de Czok & Lamprecht (1974). Nesse método, o piruvato é
convertido enzimaticamente em L-lactato, com oxidagdo de quantidades
estequiométricas de NADH, em uma reacdo catalisada pela LDH. A oxidacdo de NADH
€ proporcional a quantidade de piruvato convertido e medida espectrofotometricamente
a 340 nm.

Piruvato + NADH + H* —LBH_ | -l]actato + NAD*

3.8.4 Determinacao da concentragao do triacilglicerol
A concentracédo de triacilglicerol no soro foi determinada por método enzimético
baseado na reacéo de Trinder (1969). Neste método, os triacilglicerois sdo convertidos

pela lipase a glicerol e acidos graxos, o glicerol a glicerol-1-fosfato pela glicerolquinase
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e o (glicerol-1-fostato resultante € oxidado enzimaticamente pela glicerol-1-fosfato
oxidase (G-1-P) a peroxido de hidrogénio e di-hidroxiacetona fosfato. O peréxido de
hidrogénio, em presenca da peroxidase (POD), produz a ligacdo oxidativa do 3,5-
dicloro-2-hidroxibenzenosulfonato (DHBS) com a 4-aminoantipirina (4-AAP) e d& origem

a um cromégeno com o maximo de absor¢do no comprimento de onda de 505 nm.

Triacilglicerol —fipase__, glicerol + acidos graxos
glicerol + ATP _glicerolquinase - glicerol-1-fosfato + ADP

glicerol-1-fosfato + O2 —&XP__, di-hidroxiacetona fosfato + H202
2H202 + 4-AAP + DHBS P92, quinoneimina + 2 H20

3.8.5 Determinacao da concentracdo de acidos graxos livres

A concentracao de acidos graxos livres foi determinada pelo método de Falholt et
al. (1973). Neste método os acidos graxos livres sdo extraidos do soro por meio solugéo
extratora (cloroformio-heptano-metanol e tampédo fosfato pH7,4). Os acidos graxos
reagem com o reativo de cor (difenilcarbazida + difenilcarbazona em etanol) dando

origem a um cromégeno, quantificado espectrofotometricamente a 550 nm.

Acidos graxos livres + difenilcarbazida —— cromogeno

3.9 Anélises estatisticas

Os dados foram testados em relacdo a distribuicdo normal (teste de Shapiro-
Wilk) e homogeneidade das variancias (teste de Brown Forsythe) e testes estatisticos
apropriados, indicados nas legendas das figuras, foram utilizados para analisar os
resultados. As andlises foram realizadas utilizando os programas Statistica 7 e
GraphPad Prism 6.0. Os dados foram expressos como média + erro padrao da média e

ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos do tratamento com metformina, isolado ou associado com insulina,
sobre a massa tumoral, parametros de caquexia-anorexia, resposta periférica a
insulina, proteinas da via de sinalizacdo da insulina e parametros hepaticos
(ARTIGO 1).

A massa tumoral dos ratos portadores de tumor, 12 dias apds a inoculagédo das
células Walker-256, foi préxima a 25 g, representando uma fracdo consideravel do peso
dos animais. Os tratamentos com metformina 300 ou 500 mg.kg?, isolados ou
combinados com a insulina, ndo alteraram o crescimento tumoral (Figura 1).

Ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram perda de massa corpolrea
(Figura 2A), reducdo do tecido adiposo retroperitoneal (Figura 2B), tecido adiposo
mesentérico (Figura 2C), musculo gastrocnémio (Figura 2D) e masculo EDL (Figura 2E)
e reducdo da ingestdo alimentar (Figura 2F), em comparacao aos ratos saudaveis. Os
tratamentos com metformina 300 ou 500 mg.kg?, isolado ou combinado com a insulina,
nao tiveram efeito sobre nenhum destes parametros (Figura 2).

Ratos portadores de tumor apresentaram reducdo da resposta periférica a
insulina em comparacéo aos saudaveis (Figura 3A), como evidenciado pela menor KITT
(Figura 3B). Os tratamentos com metformina 300 ou 500 mg.kg?, isolado ou combinado
com a insulina, ndo foram capazes de melhorar a menor resposta insulinica dos ratos
portadores de tumor (Figura 3B).

O conteudo de Akt total, p-Akt e a relacdo p-Akt/Akt total no tecido adiposo
retroperitoneal (Figuras 4D, 4E e 4F), assim como o contetdo de p-Akt e a relagédo p-
Akt/Akt total no tecido adiposo mesentérico (Figuras 4H e 4l) dos ratos portadores de
tumor foi menor do que dos ratos saudaveis. Contudo, ndo houve diferencas no
contetdo de Akt total, p-Akt e na relagéo p-Akt/Akt total no musculo gastrocnémio entre
os ratos portadores de tumor e saudaveis (Figuras 4J, 4K e 4L). O tratamento com
metformina 500 mg.kg, isolado ou combinado com a insulina, n&o teve efeito sobre o
conteudo de Akt total, p-Akt e na relagdo p-Akt/Akt total em nenhum dos 3 tecidos.

Com relacdo aos parametros hepaticos, ratos portadores de tumor
apresentaram reducdo da producdo de lactato (Figura 5A), piruvato (Figura 5B) e
glicolise (Figura 5C) a partir da glicose exdgena, em comparagao aos ratos saudaveis.
O tratamento com metformina 500 mg.kg?, isolado ou combinado com a insulina, ndo

teve efeito sobre esses parametros, como mostrado pelas AUCs (Figura 5D).
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Ratos portadores de tumor apresentaram reducdo da producdo de glicose
(Figuras 6A) e da glicogendlise hepatica (Figuras 6B) em comparacdo aos ratos
saudaveis. O tratamento isolado com metformina 500 mg.kg? ndo alterou estes
parametros. No entanto, o tratamento combinado com metformina 500 mg.kg?! e
insulina aumentou a producdo de glicose e a glicogendlise hepatica nos animais
portadores de tumor em relacdo aos saudaveis, como evidenciado pelas AUCs (Figuras
6C e 6D).

Finalmente, ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram inibicdo da
neoglicogénese hepatica a partir da L-alanina, como observado pela menor producao
hepatica de glicose (Figura 7A), lactato (Figura 7B) e piruvato (Figura 7C), em
comparagdo aos ratos saudaveis. O tratamento com metformina 500 mg.kg2, isolado ou
combinado com a insulina, ndo alterou a producdo de glicose, mas aumentou a
producédo de lactato e piruvato no figado dos ratos portadores de tumor, como mostrado
pelas AUCs (Figura 7D).
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Figura 1. Massa tumoral de ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com metformina 300
(Tumor + Met 300) ou 500 (Tumor + Met 500) mg.kg™? ou com metformina + insulina (Tumor +
Met + Ins) ou com os respectivos veiculos durante 12 dias. Dados representam a média + EPM
de 8 a 23 animais. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey.
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Figura 2. Alteracdo de massa corporal (A), massa do tecido adiposo retroperitoneal (B), massa
do tecido adiposo mesentérico (C), massa do muasculo gastrocnémio (D), massa do musculo
extensor digital longo (EDL) (E) e ingestdo alimentar (F) de ratos saudaveis e portadores de
tumor Walker-256 tratados com metformina 300 (Tumor + Met 300) ou 500 (Tumor + Met 500)
mg.kg? ou com metformina + insulina (Tumor + Met + Ins) ou com os respectivos veiculos
durante 12 dias. Dados representam a média + EPM de 7 a 25 animais. Resultados analisados
por ANOVA One-Way seguido de Tukey: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 versus Saudavel.
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Figura 3. Glicemia (A) e constante de desaparecimento da glicose (KITT) (B) apds a
administracdo de insulina em ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com
metformina 300 (Tumor + Met 300) ou 500 (Tumor + Met 500) mg.kg? ou com metformina +
insulina (Tumor + Met + Ins) ou com os respectivos veiculos durante 12 dias. A glicemia foi
avaliada em 0 (basal), 5, 10 e 15 minutos apds a administracdo endovenosa de insulina. Dados
representam a média + EPM de 5 a 15 animais. Diferengas dentro do mesmo grupo (A) em
relacdo ao basal foram avaliadas por ANOVA para mensuracdes repetidas. Diferencas entre as
kITTs (B) foram analisadas por ANOVA One-Way seguido de Tukey: *p<0,05; **p<0,01 e
***n<0,001 versus Saudavel.
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Figura 4. Blots representativos e conteudo de Akt total, p-Akt e relagdo p-akt/Akt no tecido
adiposo retroperitoneal (A,D,E,F), tecido adiposo mesentérico (B,G,H,l) e musculo gastrocnémio
(C,J,K,L) de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com metformina 500
mg.kg? (Tumor + Met 500) ou com metformina + insulina (Tumor + Met 500 + Ins) ou com 0s
respectivos veiculos durante 12 dias, ou ndo tratados. Normalizacdo por y-tubulina. Dados
representam a média + EPM de 8 a 12 animais. Resultados analisados por ANOVA One-Way
seguido de Tukey: *p<0,05; **p<0,01 e **p<0,001 versus Saudavel.
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Figura 5. Producédo de lactato (A), piruvato (B), glicdlise (C) e as respectivas areas sob as
curvas (AUCs) (D) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados
com metformina 500 mg.kg? (Tumor + Met 500) ou com metformina + insulina (Tumor + Met
500 + Ins) ou com os respectivos veiculos durante 12 dias. Figados de ratos submetidos a 24
horas de privacdo alimentar foram submetidos a perfusdo de figado in situ, com Krebs Henseleit
(KH), como descrito em Materiais e Métodos. Glicose (20 mM) foi infundida entre 10 e 40
minutos. Dados representam a média + EPM de 5 a 6 animais. Resultados analisados por
ANOVA One-Way seguido de Tukey. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 versus Saudavel.
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Figura 6. Producao de glicose (A), glicogendlise basal (B) e os respectivos valores médios de
producdo de glicose (C) e glicogendlise (D) em figados de ratos saudaveis e portadores de
tumor Walker-256 tratados com metformina 500 mg.kg™? (Tumor + Met 500) ou com metformina
+ insulina (Tumor + Met 500 + Ins) ou com 0s respectivos veiculos durante 12 dias. Figados de
ratos alimentados foram submetidos a perfuséo de figado in situ, com Krebs Henseleit (KH),
como descrito em Materiais e Métodos. Dados representam a média £+ EPM de 3 a 7 animais.
Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001
versus Saudavel; ##p<0,001 versus Tumor.
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Figura 7. Producdo de glicose (A), lactato (B) e piruvato (C) a partir da L-alanina e as
respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D) em figados de ratos saudaveis e portadores de
tumor Walker-256 tratados com metformina 500 mg.kg* (Tumor + Met 500) ou com metformina
+ insulina (Tumor + Met 500 + Ins) ou com os respectivos veiculos durante 12 dias. Figados de
ratos submetidos a 24 horas de privacdo alimentar foram submetidos a perfusé@o de figado in
situ, com Krebs Henseleit (KH), como descrito em Materiais e Métodos. L-alanina (2,5 mM) foi
infundida entre 10 e 40 minutos. Dados representam a média + EPM de 5 a 6 animais.
Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01 versus
Saudavel; #p<0,05 e *#p<0,001 versus Tumor.
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4.2 Efeitos do tratamento com pioglitazona, isolado ou associado com insulina,
sobre a massa tumoral, parametros de caquexia-anorexia, resposta periférica a
insulina, proteinas da via de sinalizagao da insulina, LHS, TNFa, triacilglicerois e
acidos graxos livres (ARTIGO 2).

Como nestes experimentos houve variacdo no padrdo de desenvolvimento
tumoral dentro de cada grupo, mas néao houve diferenca no tamanho tumoral entre ratos
tratados e nao tratados, os ratos foram separados do seguinte modo: ratos com
tumores menores (17 g, Figura 8A) e ratos com tumores maiores (30 g, Figura 8D). O
tratamento com pioglitazona 5 mg.kg* durante 12 dias, isolado ou combinado com
insulina, ndo afetou o desenvolvimento do tumor Walker-256 (Figuras 8A e 8D).

Ratos portadores de tumores menores apresentaram menor ganho de massa
corporal (Figura 8B), enquanto os ratos portadores de tumores maiores apresentaram
acentuada perda de massa corporal (Figura 8E) em relacdo ao grupo saudavel, como
evidenciado pela relacdo entre massa tumoral e alteracdo de massa corporal (Figuras
8C e 8F). O tratamento com pioglitazona, isolado ou combinado com insulina, aumentou
0 ganho de massa corporal dos ratos portadores de tumores menores em relacdo aos
ratos com tumor nao tratados (Figura 8B). No entanto, o tratamento com pioglitazona,
isolado ou combinado com insulina, ndo teve efeito sobre a acentuada perda de massa
corporal apresentada pelos ratos portadores de tumores maiores (Figura 8E).

Ratos portadores de tumor, tanto menores quanto maiores, apresentaram
reducdo do tecido adiposo retroperitoneal (Figuras 9A e 9E), tecido adiposo
mesentérico (Figuras 9B e 9F) musculo gastrocnémio (Figuras 9C e 9G) e ingestéao
alimentar (Figuras 9D e 9H) em relacdo ao grupo saudavel. O tratamento isolado com
pioglitazona tendeu (p=0,052) prevenir a perda de tecido adiposo retroperitoneal,
enquanto o tratamento com pioglitazona e insulina preveniu a perda deste tecido nos
ratos com tumores menores (Figura 9A). No entanto, o tratamento com pioglitazona,
isolado ou combinado com insulina, ndo melhorou os demais parametros afetados pelo
tumor Walker-256 (Figura 9).

Ratos com tumores menores tenderam (p=0,072) apresentar aumento (Figura
10B) e ratos com tumores maiores apresentaram aumento (Figura 10E) do conteludo de
LHS no tecido adiposo retroperitoneal em relacdo ao grupo saudavel. Os tratamentos
com pioglitazona ou pioglitazona e insulina ndo tiveram efeito sobre o conteudo de LHS,
independente do padrao de desenvolvimento tumoral (Figuras 10B, 10E).

Ratos portadores de tumores menores apresentaram aumento do conteudo de
TNFa (Figura 10C), o qual n&o foi afetado pelos tratamentos com pioglitazona e
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pioglitazona e insulina. O conteudo de TNFa n&o foi significativamente aumentado nos
ratos com tumores maiores (Figura 10F).

No teste de tolerancia a insulina (ITT), a administracdo de insulina promoveu o
decaimento da glicemia em todos os grupos. No entanto, o decaimento da glicemia foi
menor nos ratos portadores de tumor (Figuras 11A e 11C) em comparagao aos ratos
saudaveis, como mostrado pelos menores valores de KITT (Figuras 11B e 11D).
Visualmente, os ratos com tumores maiores apresentaram menor KITT do que os ratos
com tumores menores. O tratamento com pioglitazona, isolado ou combinado com
insulina, melhorou a resposta periférica a insulina dos ratos com tumores menores,
como mostrado pela maior KITT em relagéo aos ratos portadores de tumor ndo tratados
(Figura 10B). Todavia, o tratamento com pioglitazona, isolado ou combinado com
insulina, tendeu, mas nao aumentou significativamente a acentuada reducdo da
resposta periférica a insulina (kITT) dos ratos com tumores maiores (Figura 11D).

Ratos portadores de tumores, menores ou maiores, apresentaram reducdo do
conteudo de Akt total (Figuras 12B e 12F), p-Akt (Figuras 12C e 12G) e da relagéo
p-Akt/Akt total (Figuras 12D e 12H) no tecido adiposo retroperitoneal, em relacdo aos
ratos saudaveis. O tratamento com pioglitazona, isolado ou combinado com insulina,
nao teve efeito sobre estes parametros afetados pelo tumor Walker-256.

Ratos portadores de tumores, menores ou maiores, Nao apresentaram
diferenca no contetdo de Akt total no tecido adiposo mesentérico em relacdo aos ratos
saudaveis (Figuras 13B e 13F), mas o conteudo de p-Akt (Figuras 13C e 13G) e a
relacdo p-Akt/Akt total nesse tecido foi menor em relacdo aos ratos saudaveis (Figuras
13D e 13H). O tratamento com pioglitazona ou pioglitazona e insulina néao teve efeito no
conteldo de p-Akt e na relacdo p-Akt/Akt total nos ratos portadores de tumores
menores (Figuras 13C e 13D) ou maiores (Figuras 13G e 13H).

A concentracdo sérica de triacilglicerol nos ratos com tumores menores foi
similar a dos ratos saudaveis (Figura 14A), entretanto, ratos portadores de tumores
maiores apresentaram hipertriacilglicerolemia (Figura 14C), a qual foi revertida pelos
tratamentos com pioglitazona ou pioglitazona e insulina. Adicionalmente, ratos
portadores de tumores menores e maiores apresentaram aumento da concentragao de
acidos graxos livres em comparacdo aos ratos saudaveis (Figuras 14B e 14D). Os
tratamentos com pioglitazona ou pioglitazona e insulina reverteram o aumento de
acidos graxos livres dos ratos portadores de tumores menores (Figura 14B), mas
somente o tratamento isolado teve efeito significativo nos ratos portadores de tumores
maiores (Figura 14D).
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Figura 8. Massa tumoral (A,D), alteracdo de massa corporal (B,E) e relagdo entre massa
corporal e tumoral (C,F) de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com
pioglitazona (Tumor + Pio) ou pioglitazona e insulina (Tumor + Pio + Ins) ou com os respectivos
veiculos durante 12 dias. Parametros a esquerda correspondem aos dos ratos com tumores
menores e a direita ao dos ratos com tumores maiores. Dados representam a média + EPM de
14 a 18 animais. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey. ***p<0,001
versus Saudavel; #p<0,05 versus Tumor.
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Figura 10. Blots representativos (A,D) e contetudo de LHS (B,E) e TNFa (C,F) no tecido adiposo
retroperitoneal de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com pioglitazona
(Tumor + Pio) ou pioglitazona e insulina (Tumor + Pio + Ins) ou com o0s respectivos veiculos
durante 12 dias. Par@metros a esquerda correspondem aos dos ratos com tumores menores e a
direita ao dos ratos com tumores maiores. Normalizagdo por y-tubulina. Dados representam a
média + EPM de 5 a 12 animais. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de
Tukey: *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus Saudavel.
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Figura 11. Glicemia (A,C) e constante de desaparecimento da glicose (kITT) (B,D) apés a
administracdo de insulina em ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256, tratados com
pioglitazona (Tumor + Pio) ou pioglitazona e insulina (Tumor + Pio + Ins) ou com 0s respectivos
veiculos durante 12 dias. Parametros a esquerda correspondem aos dos ratos com tumores
menores e a direita ao dos ratos com tumores maiores. A glicemia foi avaliada em 0 (basal), 5,
10, 15 e 30 minutos apods a administracdo endovenosa de insulina. Dados representam a média
+ EPM de 5 a 9 animais. Diferencas dentro do mesmo grupo (A,C) em relacdo ao basal foram
avaliadas por ANOVA para mensuragfes repetidas. Diferencas entre as kITTs (B,D) foram
analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey. **p<0,01 e ***p<0,001 versus Saudavel;
#p<0,05 versus Tumor.
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Figura 12. Blots representativos (A,E), contetdo de Akt total (B,F), p-Akt (C,G) e relacdo p-
akt/Akt (D,H) no tecido adiposo retroperitoneal de ratos saudaveis e portadores de tumor
Walker-256 tratados com pioglitazona (Tumor + Pio) ou pioglitazona e insulina (Tumor + Pio +
Ins) ou com os respectivos veiculos durante 12 dias.. Parametros a esquerda correspondem
aos dos ratos com tumores menores e a direita ao dos ratos com tumores maiores.
Normalizag&o por y-tubulina. Dados representam a média + EPM de 5 a 12 animais. Resultados
analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey: *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus
Saudavel.
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Figura 13. Blots representativos (A,E), contetdo de Akt total (B,F), p-Akt (C,G) e relacdo p-
akt/Akt (D,H) no tecido adiposo mesentérico de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-
256 tratados com pioglitazona (Tumor + Pio) ou pioglitazona e insulina (Tumor + Pio + Ins) ou
com os respectivos veiculos durante 12 dias. Parametros a esquerda correspondem aos dos
ratos com tumores menores e a direita ao dos ratos com tumores maiores. Normalizagdo por y-
tubulina. Dados representam a média + EPM de 5 a 12 animais. Resultados analisados por
ANOVA One-Way seguido de Tukey: *p<0,05 e **p<0,01 versus Saudavel.

43




Tumor menor Tumor maior

1 Saudavel Tumor + Pio 1 Saudavel Tumor + Pio
El Tumor IO Tumor + Pio + Ins Il Tumor IO Tumor + Pio + Ins
150+ 150-
- *%
—
°
£
o * * - -
5 AN
Q
o 501 50
8
=
B ° °
§ 200~ 200+
(@]
£ *
2 150+ * 150 x
>
« 1007 - 100
% — — HiH 1 — —
o 50 504
[72]
o
o
g 0 0

Figura 14. Concentracdo sérica de triacilglicerol (A,C) e acidos graxos livres (B,D) de ratos
saudaveis e portadores de tumor Walker-256, tratados com pioglitazona (Tumor + Pio) ou
pioglitazona e insulina (Tumor + Pio + Ins) ou com os respectivos veiculos durante 12 dias.
Parametros a esquerda correspondem aos dos ratos com tumores menores € a direita ao dos
ratos com tumores maiores. Dados representam a média £+ EPM de 8 a 21 animais. Resultados
analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey. *p<0,05 e **p<0,01 versus Saudavel;
#p<0,05, #p<0,01 e #*p<0,001 versus Tumor
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5 DISCUSSAO

Dentre os fatores que podem estar relacionados com desenvolvimento da
caquexia do cancer esta a resposta anormal dos tecidos a insulina, visto que a
resisténcia insulinica pode contribuir para a exacerbacao dos processos catabalicos.

Considerando que ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam caquexia,
resisténcia a insulina (MIKSZA et al., 2013; DE SOUZA et al., 2015) e hipoinsulinemia
(FERNANDES et al., 1990), o efeito da metformina e pioglitazona, farmacos
sensibilizadores da acédo da insulina, isolados ou associados com a insulina, sobre a
resisténcia a insulina, caquexia e outras anormalidades metabdlicas relacionadas foram
investigados neste modelo experimental de cancer. Considerando também que o efeito
da metformina e pioglitazona sobre o crescimento do tumor Walker-256 ndo esta
estabelecido, o efeito destes farmacos no desenvolvimento tumoral também foi

avaliado.

Com relacdo a METFORMINA, os tratamentos com metformina 300 ou 500
mg.kg?, isolado ou combinado com a insulina, por 12 dias, a partir do inicio da
inoculacao das células tumorais, ndo alteraram o desenvolvimento do tumor Walker-256
(Figura 1), corroborando com estudos onde o tratamento com metformina 300 ou 500
mg.kg! também nédo afetou o crescimento do tumor Walker-256 (ROPELLE et al., 2007;
FONSECA et al., 2011), embora teve efeito antitumoral em outros tipos de tumores e
linhagens celulares (CEREZO et al., 2013; CHOI; PARK, 2013; QUINN et al., 2013;
NANGIA-MAKKER et al., 2014).

No que se refere aos parametros associados a caquexia, 0s tratamentos com
metformina 300 ou 500 mg.kg™, ou metformina e insulina, ndo preveniram a acentuada
perda de massa corporal, adiposa e muscular dos ratos portadores de tumor (Figura 2),
corroborando com outros estudos (ROPELLE et al., 2007; FONSECA et al., 2011; DE
QUEIROZ et al., 2015). A perda de massa corporal observada na caquexia do cancer
esta associada a intensa proteolise muscular e lipdlise, resultante da acdo de fatores
como o PIF, LMF e de citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL1 e IL6, que ativam
vias proteoliticas e lipoliticas, além de reduzir a sintese proteica e a adipogénese
(MANTOVANI et al., 2000; GORDON; GRENN; GOGGIN, 2005).

A perda de massa corporea em portadores de tumor é atribuida, em parte a
anorexia associada a caquexia. Em nosso estudo, ratos portadores de tumor

apresentaram reducéo da ingestéo alimentar e os tratamentos com metformina 300 ou
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500 mg.kg?, ou metformina e insulina, ndo afetaram a anorexia induzida pelo tumor
(Figura 2). A anorexia no cancer parece estar relacionada ao efeito de citocinas (TNFa
e IL6) que estimulam a liberagdo de fatores anorexigénicos, como o fator liberador de
corticotrofina, e reduzem a liberacdo de neuropeptidio Y, um neurotransmissor
orexigénico, no nucleo paraventricular do hipotalamo (MARTIGNONI et al., 2003;
ARGILES et al., 2005; PATRA; ARORA, 2012). Em concordancia com nossos achados,
o tratamento com metformina 300 mg.kg™* néo reverteu a anorexia de ratos portadores
de tumor Walker-256 (FONSECA et al., 2011; DE QUEIROZ et al., 2015).

A resisténcia a insulina, frequentemente observada em pacientes (LUNDHOLM
et al., 1978; COPELAND et al.,, 1987; TAYEK, 1992; ROFE et al., 1994; HONORS;
KINZIG, 2012) e em modelos animais com cancer (ASP et al., 2010; MIKSZA et al.,
2013; DE SOUZA et al., 2015), parece também contribuir para a perda de massa
corporal observada na caquexia do cancer, visto que a insulina tem importantes efeitos
anabdlicos e anti-catabodlicos (WILCOX, 2005). Foi mostrado que camundongos
portadores de adenocarcinoma de colon-26 apresentam resisténcia a insulina antes do
inicio da perda de peso, e que o tratamento com roziglitazona (antidiabético) melhorou
a sensibilidade a insulina e atenuou a degradacédo de proteinas no masculo esquelético,
mostrando que a resisténcia a insulina pode ter um papel na patogénese da caquexia
(ASP et al., 2010). Contudo, os tratamentos com metformina 300 ou 500 mg.kg™,
isolado ou combinado com-insulina, ndo melhoraram a resisténcia a insulina dos ratos
portadores de tumor Walker-256, como indicado pela reduzida kITT (Figura 3),
justificando a auséncia de algum efeito dos tratamentos sobre a perda de massa
corporal, adiposa e muscular.

A resisténcia a insulina no cancer tem sido relacionada ao aumento de citocinas
pro-inflamatérias (TNFa e IL6), produzidas pelo tumor e sistema imune (ROFE et al.,
1987; McCALL et al., 1992; NOGUCHI et al., 1998), e de acidos graxos livres no sangue
(ROFE et al., 1994; CASSOLLA et al.,, 2012), resultantes da intensa lipolise na
caquexia. Estes fatores diminuem a fosforilacdo de proteinas da cascata de sinalizacéo
da insulina, como a proteina Akt, inibindo passos essenciais da transducdo do sinal
insulinico (SENN et al., 2002; WARNE, 2003; KIM et al.,2004; SCHINNER et al., 2005;
PETERSEN et al. 2006; DELARUE; MAGNAN, 2007). Em nosso estudo, houve reducéo
da fosforilacdo da Akt no tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico dos ratos

portadores de tumor, como mostrado pelo menor conteido de p-Akt e pela menor
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relacdo p-Akt/Akt total (Figura 4), sugerindo resisténcia a insulina nestes tecidos e
corroborando com a reducédo da resposta periférica a insulina (Figura 3). Entretanto,
ndo houve diferenca nos conteddos de p-Akt e na relacdo p-Akt/Akt total no musculo
gastrocnémio (Figura 4). Embora este resultado sugira auséncia de resisténcia a
insulina no gastrocnémio, é preciso considerar que este musculo foi submetido a uma
sobrecarga compensatoéria, pela incapacidade de uso do membro contralateral para
sustentacdo e locomocéo, devido a presenca do tumor. Sabe-se, por exemplo, que a
hipertrofia compensatoria do musculo resulta em aumento na p-Akt (BODINE et al.,
2001). A sobrecarga compensatoéria poderia, em hipotese, ter induzido a fosforilagdo da
Akt no gastrocnémio dos ratos portadores de tumor.

O tratamento com metformina 500 mg.kg™, isolado ou associado com insulina,
ndo melhorou a fosforilacdo da Akt no tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico dos
ratos portadores de tumor, como mostrado pela falta de efeito sobre o contetdo de p-
Akt e na relacdo p-Akt/Akt (Figura 4), resultados que sé@o consistentes com a falta de
efeito dos tratamentos na resposta periférica a insulina (Figura 3). A falta de efeito dos
tratamentos sobre a resposta periférica a insulina e sobre a fosforilagdo da Akt pode ser
devida ao aumento de citocinas (TNFa e IL6), produzidas pelo tumor e sistema imune
(ROFE et al., 1987; McCALL et al., 1992; NOGUCHI et al., 1998), e de acidos graxos
livres no sangue (ROFE et al., 1994; CASSOLLA et al., 2012), resultantes da intensa
lipdlise na caquexia. Estes fatores aumentam proporcionalmente com a progressao do
tumor e poderiam anular os efeitos terapéuticos dos tratamentos neste estagio
avancado da doenca. Em consisténcia com nossa sugestdo, o tratamento com
roziglitazona melhorou a sensibilidade a insulina e atenuou a perda de peso em
camundongos portadores do adenocarcinoma de célon-26 em estagios precoces da
caquexia (ASP et al.,, 2010), mas néo teve efeito na perda de massa muscular em
estagio avancado (ASP et al., 2011) da caquexia.

Com relacdo aos parametros hepaticos, ratos portadores de tumor
apresentaram reducdo da producdo de lactato e piruvato e, consequentemente,
reducédo da glicdlise a partir da glicose exdégena, como evidenciado pelas AUCs de 10 a
40 minutos (Figura 5). No entanto, ndo houve inibicdo da glicélise a partir da glicose
enddgena, ou seja, da glicose proveniente do glicogénio, como observado pela
similaridade da taxa glicolitica basal, antes da infusdo de glicose no figado, entre 0 e 10
minutos (Figura 5). Estes resultados sdo consistentes com a menor atividade da

glicoquinase previamente observada em ratos portadores de tumor Walker-256
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(VICENTINO et al., 2002) e indicam menor captacdo de glicose pelo figado dos ratos
com tumor. A glicoquinase converte a glicose que entra no hepatocito em glicose-6-
fosfato, gerando um gradiente de concentracéo que favorece a captacéo de glicose pelo
figado. Enquanto a insulina aumenta a captacdo hepética de glicose nos ratos
saudaveis, por ativacdo da glicoquinase, a inibicdo desta enzima nos ratos com tumor
reduz a captacao de glicose pelo figado e pode ter contribuido para a menor resposta a
insulina (KITT) nestes animais. Embora a metformina estimula vias geradoras de ATP
em ratos saudaveis, como a glicélise, por alterar o estado energético e ativar a AMPK
(VIOLLET et al., 2012; HAWLEY et al., 2010), o tratamento com metformina 500 mg.kg
1, isolado ou combinado com insulina, ndo teve efeito sobre este parametro nos ratos
portadores de tumor (Figura 5).

Tendo em vista que o efeito da metformina sobre a producédo hepética de
glicose em ratos portadores de tumor é desconhecido, nés avaliamos o efeito dos
tratamentos sobre as duas vias hepaticas liberadoras de glicose, ou seja, sobre a
glicogendlise e a neoglicogénese. Ratos portadores de tumor apresentaram menor
producdo de glicose e menor taxa de glicogendlise basais do que os ratos saudaveis
(Figura 6), provavelmente devido ao menor contetado de glicogénio no figado, como
observado em nossos estudos prévios (CASSOLLA et al., 2012). O tratamento isolado
com metformina 500 mg.kg! ndo alterou a producdo de glicose e glicogendlise,
entretanto o tratamento com metformina e insulina aumentou a producao de glicose e
glicogendlise hepatica dos ratos portadores de tumor (Figura 6), provavelmente porque
a insulina aumentou o conteudo de glicogénio e a metformina, por ativacdo da AMPK,
tenha estimulado a glicogendlise (SALANI et al.,, 2014). Ratos portadores de tumor
também apresentaram menor neoglicogénese hepética a partir da alanina do que os
ratos saudaveis (Figura 7), confirmando nossos achados prévios (MOREIRA et al.,
2013). O tratamento isolado com metformina 500 mg.kg* ndo alterou a menor producéo
de glicose dos ratos com tumor, mas o tratamento com metformina e insulina aumentou
a producao de lactato e piruvato (Figura 7), efeito que pode ser resultante da acgéo
estimulatéria da metformina sobre o catabolismo da glicose (glicolise) proveniente da
neoglicogénese (SALANI et al., 2014).

Em sintese, o tratamento com metformina, isolado ou associado com insulina,
nao atenuou a perda de massa corporea, adiposa e muscular (caquexia) induzidas pelo
tumor Walker-256 possivelmente por ndo reduzir a resisténcia a insulina e o

crescimento tumoral.
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Com relacdo a PIOGLITAZONA, seus efeitos foram avaliados no presente

estudo porque este farmaco melhora a sensibilidade a insulina, em diabéticos tipo I, por
mecanismos distintos da metformina. A pioglitazona € uma TZD e estudos tém
mostrado que, por ativarem o PPARy, as TZDs aumentam a expressao de genes
responsaveis pela captacdo e armazenamento de lipideos no tecido adiposo, reduzindo
as concentracbes de acidos graxos livres e triacilglicerdis no sangue, e
consequentemente sua lipotoxicidade no musculo e figado, melhorando a sinalizacao
da insulina nestes tecidos (YAMAUCHI et al., 2001a; EVANS; BARISH; WANG, 2004,
TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008).

Como nestes experimentos o padréo de desenvolvimento tumoral dentro de
cada grupo nao foi homogéneo, os ratos foram separados em dois grupos: ratos com
tumores menores e ratos com tumores maiores. Embora tenha ocorrido variacdo no
padréo de desenvolvimento tumoral, o tratamento com pioglitazona ou pioglitazona e
insulina, por 12 dias, a partir do inicio da inoculagéo das células tumorais, ndo afetou a
massa tumoral (Figura 8A e 8D). Esses resultados corroboram com estudos onde o
tratamento com pioglitazona 5 mg.kg* durante 14 dias ndo afetou o crescimento do
tumor Walker-256 (TRUDA et al., 2012) e onde as TZDs e outros agonistas de PPARy
nao afetaram o crescimento de outros tipos de tumor (MOORE-CARRASCO et al.,
2008; ASP et al., 2011; CHEN; XIAO, 2014; TROBEC et al., 2014).

Mesmo sem efeito sobre a massa tumoral, os tratamentos com pioglitazona ou
pioglitazona e insulina preveniram a perda de massa corporal em 25% e 28%
respectivamente, nos ratos com tumores menores, porém ndo nos ratos com tumores
maiores (Figura 8). A prevencdo da perda de massa corporal dos ratos com tumores
menores, pelos tratamentos, foi acompanhada por prevencdo da perda do tecido
adiposo retroperitoneal, mas ndo do tecido adiposo mesentérico e do musculo
gastrocnémio (Figura 9). De fato, o tratamento isolado com pioglitazona tendeu prevenir
(p=0,052) a perda de massa adiposa retroperitoneal, enquanto o tratamento com
pioglitazona e insulina reverteu completamente este parametro (Figura 9). Nos ratos
portadores de tumores maiores, a reducdo da massa adiposa retroperitoneal,
mesentérica e do musculo gastrocnémio nédo foi prevenida pelos tratamentos com
pioglitazona ou pioglitazona e insulina, corroborando com a auséncia de efeito dos
tratamentos sobre a alteracado de massa corporal (Figura 9).

E possivel que a prevencdo da perda de massa corporal dos ratos com tumores

menores tenha envolvido a acdo da pioglitazona em outros depositos de gordura e
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musculos. A TZDs, e outros agonistas de PPARy, tém efeitos diferenciados nos
distintos depdsitos adiposos. As TZDs estimulam a diferenciacédo de pré-adipécitos em
adipdcitos e aumentam a captacdo de acidos graxos livres, promovendo hiperplasia e
hipertrofia do tecido adiposo (YAMAUCHI et al., 2001b), sendo estes efeitos mais
proeminentes no tecido adiposo subcutaneo do que nos depdsitos viscerais
(LEFEBVRE et al., 1998; FESTUCCIA et al., 2009), como no tecido adiposo
retroperitoneal e mesentérico avaliados neste estudo. Nos depdsitos subcutaneos, as
TZDs aumentam a expressdo de AP2 (adipocyte protein 2), alvo importante da
adipogénese, e de diacilglicerol acetil-transferase-1 (DGTA-1), enzima que catalisa
etapa limitante na formacéo de triacilgliceréis (PROENCA et al., 2014; FESTUCCIA et
al., 2009). Em contraste, no depdsito visceral as TZDs, e outros agonistas de PPARYy,
favorecem a lipGlise por aumentar a expressao génica da carnitina palmitoil transferase-
1 (CPT1), que capta acidos graxos para a mitocéndria para a B-oxidacao, e também do
coativador de PPARy 1a (PGC-1a) e da proteina desacopladora mitocondrial-1 (UCP-
1), cofatores chaves da termogénese (LAPLANTE et al., 2006; FESTUCCIA et al.,
2009). Desse modo, a ativagdo do PPARy promove remodelamento do tecido adiposo,
induzindo proliferacdo celular e hipertrofia preferencialmente nos depésitos adiposos
subcutaneos e estimulando a lipolise e termogénese nos depdsitos adiposos viscerais.
Portanto, a prevencao da perda de massa corporal, pelos tratamentos com pioglitazona
ou pioglitazona e insulina, nos ratos portadores de tumores menores possivelmente
também € resultado do efeito desses tratamentos sobre o tecido adiposo subcutaneo,
nao analisado no presente estudo.

A prevencdo da perda de massa corpérea e adiposa retroperitoneal dos ratos
portadores de tumores menores, pelos tratamentos com pioglitazona ou pioglitazona e
insulina, ndo envolveu melhora da ingestdo alimentar (Figura 9) e nem reducdo do
conteudo de LHS e TNFa (Figura 10), visto que os tratamentos nao afetaram estes
parametros. O aumento do conteudo de LHS e TNFa no tecido adiposo retroperitoneal
dos ratos portadores de tumor (Figura 10) corrobora com a deplecéo de massa adiposa
deste tecido. A LHS é uma enzima lipolitica estimulada pelo TNFa (ARNER, 1995).

Em concordancia com os efeitos da pioglitazona ou pioglitazona e insulina,
atenuando a perda de massa corporea e adiposa retroperitoneal dos ratos com tumores
menores, 0s tratamentos com estes farmacos melhoraram a reduzida sensibilidade
periférica a insulina nesses animais, como mostrado pelo aumento da KITT (Figura 11).

Contudo, esses tratamentos ndo aumentaram a fosforilagdo da Akt, a qual esta
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reduzida nos ratos portadores de tumor, no tecido adiposo retroperitoneal (Figura 12) e
mesentérico (Figura 13). No entanto, estes resultados ndo excluem a possibilidade de
gue esses tratamentos restaurem a fosforilacdo da Akt e melhorem a sinalizacéo da
insulina em outros tecidos, incluindo outros depdsitos adiposos e musculos. De fato, as
TZDs, por aumentarem a captacdo e armazenamento de lipideos no tecido adiposo,
diminuem os acidos graxos livres e triacilgliceréis no sangue e melhoram a sinalizacéao
da insulina no musculo (EVANS; BARISH; WANG, 2004; TONTONOZ; SPIEGELMAN,
2008; YAMAUCHI et al., 2001b)

O efeito sensibilizador da insulina pelas TZDs no tratamento do diabetes
mellitus tipo 1l esta relacionado principalmente a reducdo das concentracdes de acidos
graxos livres e triacilglicerdis no sangue (YAMAUCHI et al., 2001b; EVANS; BARISH,;
WANG, 2004; TONTONOZ; SPIEGELMAN, 2008). Os produtos do metabolismo dos
acidos graxos, como as ceramidas e diacilglicerol, ativam serina-treonina quinases,
como a PKC (protein kinase C), IKKb (inhibitory kinase b) e o NFkB (fator nuclear kB)
(DELARUE; MAGNAN, 2007), as quais fosforilam o receptor de insulina e outras
proteinas da via de sinalizacdo da insulina em residuos de serina, ao invés de tirosina,
prejudicando a transducdo do sinal insulinico (BODEN, 2002; PETERSEN; SHULMAN,
2006; SCHINNER et al., 2005).

Nossos estudos prévios mostraram que ratos portadores de tumor Walker-256
apresentam aumento nas concentracdes de &cidos graxos livres, como resultado do
intenso catabolismo, e triacilglicerdis no sangue (CASSOLLA et al., 2012). Confirmando
estes resultados, no presente estudo ndés mostramos que ratos portadores de tumores
apresentam hipertriacilglicerolemia (tumores maiores) e elevada concentracdo de
acidos graxos livres no sangue (tumores menores e maiores), alteracdes que foram
completamente revertidas pelos tratamentos com pioglitazona ou pioglitazona e
insulina, exceto para o grupo tumor maior onde o tratamento com pioglitazona e insulina
ndo reverteram significativamente a elevada concentracdo de &cidos graxos livres
(Figura 14).

As TZDs promovem reducao de acidos graxos livres e triacilglicerdis no sangue
por diferentes mecanismos, incluindo: aumento da expressao de genes relacionados a
captacdo, armazenamento e metabolismo de lipideos no tecido adiposo, como LPL,
AP2 e acetil-CoA sintetase (TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994; SCHOONJANS;
WATANABE; SUZUKI, 1995; SCHOONJANS; STAELS; AUWERX, 1996); aumento da
liberacdo de adiponectina (YAMAUCHI et al., 2001a, 2001b) e por alteracdo do estado
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energético celular (aumento da razdo AMP:ATP), através da inibicdo do complexo | da
cadeia respiratéria (BRUNMAIR et al., 2004), aumentando a razdo AMP/ATP, o qual
atva a AMPK (HARDIE; ROSS; HAWLEY, 2012; VIOLLET et al, 2012) e
consequentemente estimulando vias geradoras de ATP, como a oxidagdo de &cidos
graxos.

A reducdo da concentracdo de acidos graxos livres no sangue pelos
tratamentos com pioglitazona, isolada ou associada com insulina, nos ratos portadores
de tumor menor, é consistente com a melhora da sensibilidade periférica & insulina
durante o ITT (Figura 11). Contudo, nos ratos com tumores maiores, a falta de efeito da
pioglitazona, a qual também diminui a concentracdo de acidos graxos livres no sangue,
sobre a resposta periférica a insulina, pode ser devida a maior presenca de outros
fatores circulantes causadores de resisténcia a insulina, como as citocinas, em funcéo
do maior tamanho do tumor.

Em sintese, o tratamento com pioglitazona melhorou a sensibilidade periférica a
insulina, provavelmente por reduzir a concentracdo de acidos graxos livres no sangue, e
reduziu a perda de peso corpdreo dos ratos com tumores menores, sem alterar o
crescimento tumoral, sugerindo um papel da resisténcia a insulina no desenvolvimento
da caquexia. No entanto, o tratamento ndo teve efeitos benéficos nos ratos com
tumores maiores. Os resultados sugerem beneficios clinicos da pioglitazona na

prevencao da perda de peso quando o tumor € pequeno.
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6 CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir que:

O tratamento com metformina, isolado ou associado com a insulina, nao
atenuou a caquexia induzida pelo tumor Walker-256, possivelmente por ndo melhorar a

resisténcia a insulina e ndo reduzir o crescimento do tumor (ARTIGO 1).

O tratamento com pioglitazona melhorou a sensibilidade periférica a insulina,
provavelmente por reduzir a concentracdo de acidos graxos livres no sangue, e reduziu
a perda de peso corporeo dos ratos com tumores menores, sem alterar o crescimento
tumoral, sugerindo um papel da resisténcia a insulina no desenvolvimento da caquexia
induzida pelo tumor Walker-256. Esses resultados sugerem beneficios clinicos da
pioglitazona na prevencao da perda de peso quando o tumor é pequeno (ARTIGO 2).

7 CONSIDERACOES FINAIS

A falta de efeito da metformina e o efeito benéfico discreto da pioglitazona nos
ratos com tumores menores, mas ndo nos ratos com tumores maiores, na correcao da
resisténcia a insulina e na caquexia pode ser devida ao fato que os estudos foram
realizados em uma fase muito avancada do desenvolvimento tumoral, onde a maior
presencga de fatores circulantes como o LMF, PIF, TNFaq, IL1, IL6 (CAMPS et al., 2006;
BING; CHEN et al., 2009; TISDALE, 2010), estresse oxidativo (GUARNIER et al., 2010),
corticosterona (MAZZUCO et al., 2012), acidos graxos livres (CASSOLLA et al., 2012),
entre outros, 0s quais aumentam proporcionalmente com a progressdao do tumor,
podem prejudicar ou mesmo anular os efeitos terapéuticos benéficos do tratamento.
Estudos com tratamentos que melhorem ou corrijam a resisténcia insulinica associada
ao cancer poderédo esclarecer a real contribuicdo da resposta anormal para insulina no
desenvolvimento da caquexia do cancer. Se a resisténcia a insulina, assim como a
hipoinsulinemia, contribuirem para o desenvolvimento da caquexia, a corre¢cdo destas
anormalidades poderéo reduzir a caquexia e ter impacto na morbidade e mortalidade de

pacientes com cancer.
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