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RESUMO 
 
 
A caquexia é uma síndrome multifatorial caracterizada pelo predomínio do 
catabolismo, com acentuada perda de massa muscular e adiposa, anorexia, 
alterações no sistema imune e no metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios. 
O propósito deste estudo foi investigar o efeito dos tratamentos isolado e combinado 
de insulina (INS) e glutamina dipeptídeo (GDP) na caquexia e em várias alterações 
metabólicas em ratos portadores de tumor Walker-256. A INS (NPH 40 U/Kg, sc) e a 
GDP (1,5 g/Kg, oral) foram administradas por 11 dias, 1 vez ao dia, a partir do dia da 
inoculação das células tumorais. Os tratamentos com GDP, INS ou INS+GDP não 
afetaram o crescimento tumoral. Entretanto, os tratamentos com INS e INS+GDP, de 
modo similar, preveniram a anorexia, a perda de massa do tecido adiposo 
retroperitonial e a perda de massa corporal (60%) dos ratos portadores de tumor. Os 
tratamentos com INS e INS+GDP também, de modo semelhante, impediram 
completamente a redução da fosforilação da Akt, como mostrado pela elevada 
relação p-Akt:Akt total, e redução do conteúdo da lipase de triacilgliceróis (ATGL) e 
da lipase sensível a hormônio (LHS), alterados no tecido adiposo retroperitoneal, e 
reduziram a hiperlactatemia dos ratos portadores de tumor. Contudo, os tratamentos 
com INS e INS+GDP acentuaram, de maneira similar, a hipoglicemia, a 
hipertriacilglicerolemia e a perda de massa dos músculos gastrocnêmio, extensor 
digital longo e sóleo, mas não afetaram a hiperuremia, a resistência à INS, o 
conteúdo aumentado do fator de necrose tumoral-α no tecido adiposo retroperitoneal 
e fígado e nem a redução da glicólise hepática, a partir da glicose exógena, nos 
ratos portadores de tumor. Já o tratamento com GDP acentuou a hiperlactatemia, a 
anorexia e a perda de massa corpórea e aumentou a expressão do RNAm do 
transportador de glicose GLUT-4 no músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de 
tumor e não teve efeito sobre os demais parâmetros avaliados. Pode ser concluído 
que os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP), mas não com GDP, 
reduziram algumas anormalidades metabólicas presentes nos ratos portadores de 
tumor Walker-256, como a perda de massa corpórea e adiposa, sem reduzir o 
crescimento tumoral. Estes efeitos podem ser atribuídos ao aumento induzido pela 
INS na fosforilação da Akt e a consequente redução do conteúdo de lipases (ATGL e 
LHS) e também ao aumento da ingestão alimentar. Contudo, os tratamentos com 
INS e INS+GDP, e também com GDP, acentuaram ou não tiveram efeitos em outras 
anormalidades induzidas pelo tumor Walker-256.  

 
Palavras-chave: Câncer. Alterações metabólicas. Resistência à insulina. Citocinas. 

 



MORAIS, Hely de. Role of Insulin and Glutamine peptide in cachexia and in 
metabolic changes induced by tumor Walker-256. 2016. 84 p. Thesis (Doctoral 
degree in Physiological Sciences) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 
2016.  

 
ABSTRACT 

 
 

Cachexia is a multifactorial syndrome characterized by the predominance of 
catabolism , with severe loss of muscle and fat mass, anorexia, changes in the 
immune system and metabolism of carbohydrates, proteins and lipids. Therefore, the 
purpose of this study was to investigate the effect of isolated and combined 
treatments of insulin (INS) and glutamine dipeptide (GDP) in cachexia and in several 
metabolic changes in rats with Walker-256 tumor. INS (NPH 40 U/kg, sc) and GDP 
(1,5 g/kg, oral) were administered for 11 days, once a day, from the day of tumor cell 
inoculation. Treatments with GDP, INS or INS+GDP did not affect tumor growth. 
However, treatments with INS and INS+GDP, in a similar manner, prevented 
anorexia, weight loss of the retroperitoneal adipose tissue and body weight loss 
(60%) of tumor-bearing rats. Treatments with INS and INS+GDP also, similarly, 
completely prevented the reduction of phosphorylation of Akt, as shown by the high 
ratio p-Akt:total Akt, and reducing the content of triacylglycerol lipase (ATGL) and 
hormone sensitive lipase (HSL), altered in the retroperitoneal adipose tissue, and 
reduced hyperlactatemia of tumor-bearing rats. However, treatments with INS and 
INS+GDP accentuated, similarly, hypoglycemia, hypertriacylglycerolemia and the 
mass loss of gastrocnemius, long digital extensor and soleus muscles but does not 
affect the hyperuremia, resistance to INS, the increased content of tumor necrosis 
factor-α in the retroperitoneal adipose tissue and liver and not reduction hepatic 
glycolysis, from exogenous glucose, in the tumor-bearing rats. The treatment with 
GDP accentuated the hyperlactatemia, anorexia and loss of body mass and 
increased mRNA expression of GLUT-4 glucose transporter in the gastrocnemius 
muscle of tumor-bearing rats and had no effect on other parameters. It can be 
concluded that the treatments with INS (groups INS and INS+GDP), but not with 
GDP, reduced some metabolic abnormalities present in rats bearing Walker-256 
tumors, such as body and fat mass loss, without reducing tumor growth. These 
effects can be attributed to the increase in INS induced phosphorylation of Akt and 
the consequent reduction of the lipases content (ATGL and HSL) and also to 
increased food intake. However, treatments with INS and INS+GDP, and also with 
GDP, accentuate or had no effect on other abnormalities induced by Walker-256 
tumor.  
 
Keywords: Cancer. Metabolic disorders. Insulin resistance. Cytokines. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A incidência mundial de neoplasias vem crescendo ao longo dos anos e 

aproximadamente 40% das mortes ocorridas em pacientes portadores de câncer são 

atribuídas à caquexia (TISDALE, 2010). A caquexia é uma das manifestações mais 

comuns do avanço maligno das neoplasias (ARGILÉS et al, 2003), estando presente 

em aproximadamente 80% dos pacientes com câncer (ALBRECHT & CANADA, 1996).   

A caquexia é uma síndrome multifatorial caracterizada por perda progressiva de 

peso corpóreo decorrente do predomínio do catabolismo, com acentuada perda de 

massa muscular e adiposa, (TISDALE, 2005; BENNANNI-BAITI & WALSH, 2009; 

FEARON et al., 2011) e por várias outras anormalidades incluindo anorexia, anemia, 

alterações no sistema imune e no metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios 

(ARGILÉS et al., 2005; GORDON et al., 2005; TISDALE, 2010; ARGILÉS et al., 2014). 

A caquexia associada ao câncer é resultante de complexas interações entre o 

tumor e seu hospedeiro (SKIPWORTH et al., 2007). Fatores produzidos pelas células 

neoplásicas e pelo tecido do hospedeiro, em resposta a presença do tumor, 

desempenham papel importante no desenvolvimento da caquexia e nas alterações 

metabólicas observadas nesta síndrome, e são denominados de mediadores da 

caquexia (TISDALE, 2005; FEARON et al., 2012). 

Dentre os mediadores da caquexia produzidos pelo tumor encontram-se: o fator 

mobilizador de lipídeos (LMF), que degrada diretamente o tecido adiposo; o fator indutor 

de proteólise (PIF), que induz proteólise no músculo esquelético, pela ativação do 

sistema ubiquitina-proteossoma dependente de ATP, e reduz a síntese protéica 

muscular (GORDON et al., 2005; TISDALE, 2010) e os toxohormônios, que são 

polipeptídios inibidores da síntese protéica (RUBIN, 2003).  

Outras moléculas consideradas mediadores da caquexia, produzidas pelo tumor 

ou liberadas por células do sistema imune do hospedeiro em resposta à presença do 

tumor, são as citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF) e as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) (MANTOVANI et al., 2000; ARGILES et al., 

2014). O TNF parece ser a principal citocina mediadora do processo caquético, 

embora sua atividade possa estar associada a outras citocinas como a IL-6 

(VOORZANGER et al., 1996; ALVAREZ et al., 2002; FEARON et al., 2012). A 

administração isolada ou combinada de TNF, IL-6 e IL-1 reduziu a ingestão alimentar 

e aumentou a perda de peso corpóreo, reproduzindo a síndrome anorexia-caquexia 
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observada no câncer (GELIN et al., 1991; MOLDAWER et al., 1992; NOGUCHI et al., 

1996; MATTHYS & BILLIAU, 1997; TISDALE, 1997; INUI, 1999, 2002). O TNF-α, a IL-6 

e IL-1α são capazes de inibir a lipase de lipoproteína endotelial (LPL) (BERG et al., 

1994), enzima que degrada os triacilgliceróis em ácidos graxos e glicerol, e a 

adipogênese pelos adipócitos, e de ativar a lipase hormônio sensível (LHS), 

estimulando a lipólise nos adipócitos (ARNER, 1995), o que resulta no aumento da 

concentração de triacilgliceróis e ácidos graxos na circulação (ROFE et al., 1994; 

TISDALE, 1999). Tem sido sugerido que estas citocinas também podem estar 

associadas à proteólise e apoptose no músculo esquelético (KOTLER, 2000; TISDALE, 

2003; ARGILÉS et al., 2005). A administração de TNF-α aumentou a expressão gênica 

(via fator de transcrição NF-κB) e a concentração de ubiquitina em músculo esquelético 

de ratos, estimulando a degradação proteica pela via ubiquitina-proteassoma 

dependente de ATP (HASSELGREN et al., 2002; ARGILÉS et al., 2003; SAINI et al., 

2006).  

Além dos mediadores da caquexia, outros fatores também podem contribuir para 

as alterações metabólicas e desenvolvimento da caquexia do câncer, como a atividade 

metabólica do próprio tumor, drenando nutrientes da corrente sanguínea do hospedeiro 

(TISDALE, 2001), e também a resistência à insulina (INS) e a hipoinsulinemia 

(LUNDHOLM et al., 1978; COPELAND et al., 1987; TAYEK, 1992; ROFE et al., 1994; 

ASP, 2010; MIKSZA et al., 2013).  

Estudos têm relacionado o desenvolvimento de resistência à INS à citocinas pró-

inflamatórias, como o TNF-α e a IL-6, liberadas pelo sistema imune em resposta ao 

câncer (NOGUCHI et al., 1998), as quais diminuem a sinalização da INS (WARNE, 

2003; CAPURSO & CAPURSO, 2012). O TNF-α interfere negativamente na sinalização 

da INS por inibir a fosforilação do receptor de INS (IR) e do substrato do receptor de 

INS (IRS-1) (KANETY et al., 1995; WARNE, 2003), diminuindo a translocação do 

transportador de glicose GLUT-4 para a membrana celular (YOSHIKAWA et al., 1999). 

A IL-6 diminui a sensibilidade muscular à INS por reduzir a associação do IRS-1 com a 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), diminuindo o transporte de glicose estimulado pela 

INS para o músculo (KIM et al., 2004).  

O aumento de ácidos graxos livres circulantes, resultante do intenso catabolismo 

observado na caquexia, também pode prejudicar a atuação da INS. O acúmulo 

intracelular de intermediários do metabolismo dos ácidos graxos (acil-CoA, diacilglicerol 

e ceramidas) e, consequentemente, de espécies reativas de oxigênio (ROS), diminuem 
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a fosforilação em resíduos de tirosina do IR e IRS-1 interferindo negativamente na 

cascata de sinalização da INS (SHULMAN, 2000; BODEN, 2002; SCHINNER et al., 

2005; PETERSEN & SHULMAN, 2006; DELARUE & MAGNAN, 2007). 

Em conjunto, os mediadores da caquexia, e possivelmente a resistência 

insulínica e a hipoinsulinemia, promovem aumento acentuado do catabolismo e 

reduzem o anabolismo em vários tecidos, contribuindo para a progressão da caquexia 

do câncer. 

No sentido de reduzir a mortalidade e melhorar a qualidade de vida dos 

pacientes com câncer, algumas terapias têm sido propostas para amenizar a caquexia 

e dentre elas está o tratamento hormonal com INS (MOLEY et al., 1985, 1988; 

FERNANDES et al., 1991; COSTELLI et al., 1999; LUNDHOLM et al., 2007; CHEN & 

QIU, 2011).  

A INS é um hormônio com efeitos anabólicos e anti-catabólicos potentes, que 

regula o armazenamento de substratos energéticos como a glicose, ácidos graxos e 

aminoácidos, (CARVALHEIRA et al., 2002). O tratamento com INS reverteu a anorexia 

e preservou o peso corpóreo em ratos portadores de tumor MCA (3-metilcolantreno), 

evidenciando um efeito anti-caquético da INS (MOLEY et al., 1985). O tratamento com 

INS também melhorou a ingestão alimentar, diminuiu a perda de peso e recuperou o 

conteúdo de glicogênio hepático em ratos portadores de tumor Walker-256, mas não 

recuperou o conteúdo de glicogênio muscular (FERNANDES et al.,1991). Neste estudo, 

o tratamento com INS também reduziu o peso do tumor, com presença de extensas 

áreas de necrose no tecido tumoral (FERNANDES et al.,1991).  

Além da INS, a suplementação com glutamina também parece estar relacionada 

com a melhora nos quadros de caquexia. A glutamina é o aminoácido livre mais 

abundante no plasma, músculo e em alguns tecidos (BERGSTROM et al., 1974; 

NEWSHOLME et al., 2003). É classificada como aminoácido não essencial, pois pode 

ser sintetizada pelo organismo, principalmente pelo músculo esquelético 

(NEWSHOLME et al., 2003). Contudo, recebe também a classificação de aminoácido 

condicionalmente essencial, pois, em situações de grande estresse, como no câncer, 

onde ocorre aumento da demanda fisiológica de glutamina e diminuição da capacidade 

do organismo em suprir essa demanda, observa-se uma redução significativa da sua 

concentração no plasma e nos tecidos (MEDINA, 2001; GRIFFITHS, 2001; YOSHIDA et 

al., 2001; FUCHS & BODE, 2006). Quando esta condição permanece, mecanismos de 
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proteólise são ativados, reduzindo o estoque de proteínas, estabelecendo-se então o 

quadro caquético.  

A glutamina é de extrema importância para o metabolismo celular, pois está 

envolvida em diversos processos fisiológicos como na transferência de nitrogênio entre 

órgãos (BIOLO et. al., 2005), no fornecimento de energia para as células de proliferação 

rápida, como enterócitos e células do sistema imune (BERGSTROM et al., 1974; 

NEWSHOLME et al., 1999; FÜRST, et.al., 2004; BIOLO et. al., 2005), como precursor 

de nitrogênio para síntese de DNA e RNA, como precursor neoglicogênico (START & 

NEWSHOLME, 1970; LAVOINNE et al., 1996; CURI et al., 2005) e como precursor da 

síntese de glutationa, importante enzima antioxidante que protege as células do 

estresse oxidativo (ROTH et.al.; 2002; FÜRST, et.al.; 2004).  

A suplementação parenteral com glutamina ou glutamina dipeptídeo (L-alanil-L-

glutamina) em pacientes com doenças crônicas ou múltiplos traumas tem resultado em 

melhora da sensibilidade à INS (DECHELOTTE et al., 2006; BAKALAR et al., 2006) e  

aumento da secreção de INS pelas células β (BRENNAN et al., 2003).  

A glutamina parece desempenhar papel permissivo nas células β pancreáticas, 

reforçando a secreção de INS estimulada por glicose. Nestas células o metabolismo da 

glutamina resulta na geração de glutamato e glutationa, o que indiretamente estimula a 

produção de ATP e aumenta a secreção de INS (BRENNAN et al., 2003). A glutamina 

também regula a expressão de genes envolvidos na secreção de INS, incluindo canais 

iônicos e enzimas (CURI et al., 2005). 

Em modelos de obesidade induzida por dieta rica em gordura, em ratos, a 

suplementação da dieta com glutamina melhorou a sensibilidade à INS no músculo 

esquelético e fígado, mas não no tecido adiposo (PRADA et al.,2007). Este resultado foi 

dependente da prévia inativação de enzimas envolvidas com a resistência à INS, tais 

como, IKKβ (IκB quinase subunit β) e JNK (c-jun N-terminal quinase). A glutamina 

também preveniu o aumento de TNF-α e IL-6 no pulmão, sugerindo efeito anti-

inflamatório da glutamina, o qual pode estar relacionado com a melhora da 

sensibilidade à INS (HUANG et al., 2003; SINGLETON et al., 2005).   

A suplementação com glutamina também parece ser benéfica em portadores de 

tumor, embora esse efeito pareça ser controverso, visto que a glutamina é altamente 

utilizada como fonte energética para células de proliferação rápida, como as células 

tumorais. Segundo Roth e colaboradores (2002), a suplementação com glutamina em 

pacientes com câncer pode aumentar a atividade do sistema imunológico, mas 
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ocasionar aumento da proliferação de células tumorais. Contudo, em estudo utilizando 

ratos portadores de hepatoma ascítico AH109A, a suplementação com glutamina 

parenteral aumentou o balanço nitrogenado e evitou a perda de peso excessiva sem 

proporcionar estímulo para o crescimento tumoral (KAIBARA, et.al.; 1994). 

Adicionalmente, em estudos utilizando ratos inoculados com células do 

adenocarcinoma de câncer de mama MTF-7, a suplementação com glutamina reduziu 

em 40% o volume do tumor e evitou o aparecimento de metástases, o que foi 

correlacionado com aumento na concentração plasmática de glutationa, redução 

concentração plasmática de prostaglandina E2 (PGE2) e aumento na atividade das 

células do sistema imune (KLIMBERG et al.,1996). Foi também observado que a dieta 

rica em glutamina, reduziu a concentração de glutationa e a expressão de bcl-2 

(proteína anti-apoptótica), assim como aumentou a expressão de bax (proteína pró-

apoptótica) e caspase 3 nas células tumorais. Juntos estes efeitos parecem diminuir o 

tamanho do tumor dos animais portadores de câncer, o que pode estar associado à 

indução de apoptose nessas células (TODOROVA et al., 2004). 

Tanto a melhora na sensibilidade a INS quanto a redução do crescimento tumoral 

parecem estar relacionadas com a atuação da glutamina no sistema imunológico. A 

glutamina é um dos principais combustíveis para as células do sistema imune e sua 

redução pode levar a imunossupressão (PARRY-BILLINGS et al., 1990, NEWSHOLME  

et al., 1999).  

O tumor Walker-256, um tumor maligno de ratos equivalente aos 

carcinossarcomas que ocorrem em humanos, é um bom modelo experimental para 

estudar a síndrome da caquexia do câncer (GUAITANI et al., 1982; BASTOS-PEREIRA 

et al., 2010), pois apresenta crescimento rápido, induz forte estado caquético 

(VICENTINO et al., 2002) e raramente apresenta regressões (OLIVEIRA et al., 1998).  

Estudos do nosso laboratório mostraram que animais portadores de tumor 

Walker-256 apresentam, além dos sinais característicos da síndrome da caquexia 

(anorexia, perda de massa corpórea, muscular e adiposa), uma série de alterações 

metabólicas, incluindo: redução da glicemia e do conteúdo de glicogênio hepático; 

aumento dos triacilglicerois, ácidos graxos livres, lactato e uréia plasmáticos; redução 

da glicólise, neoglicogênese e resposta ao AMPc no fígado e resistência a INS 

(CASSOLLA et al., 2012; DE MORAIS et al., 2012; MOREIRA et al., 2013; MIKSZA et 

al., 2013; DE SOUZA et al., 2015a; DE SOUZA et al., 2015b). Ratos portadores de 

tumor Walker-256 também apresentam redução na secreção de INS estimulada por 
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glicose pelas células β pancreáticas, justificando a hipoinsulinemia observada nestes 

animais (FERNANDES et al., 1990; LIMIERE, 2009), a qual não é decorrente da menor 

ingestão alimentar e nem da redução na glicemia destes animais (FERNANDES et al., 

1990; LIMIERE, 2009). Estes resultados indicam que a presença do tumor promove 

alterações nas ilhotas pancreáticas que reduzem a resposta ao estímulo da glicose. A 

menor secreção de INS e a redução da sensibilidade periférica a este hormônio 

(FERNANDES et al., 1991; MIKSZA et al., 2013; DE SOUZA et al., 2015a) favorecem o 

consumo de glicose pelo tumor. 

Considerando que ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam 

hipoinsulinemia (FERNANDES et al., 1991) e resistência a INS  (MIKSZA et al., 2013; 

DE SOUZA et al., 2015a), as quais podem contribuir para as desordens metabólicas e 

caquexia nestes animais, e tendo em vista que a glutamina parece melhorar a 

sensibilidade à INS e a secreção de INS, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos 

isolados e combinados dos tratamentos com INS e GDP em vários parâmetros 

metabólicos afetados pelo tumor Walker-256.  
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2 OBJETIVOS 
2.1 GERAIS 

 

Investigar os efeitos dos tratamentos isolado e combinado de INS e GDP sobre o 

crescimento tumoral, caquexia-anorexia e várias desordens metabólicas induzidas pelo 

tumor Walker-256.  

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

Avaliar em ratos portadores de tumor Walker-256 os efeitos dos tratamentos 

isolado e combinado de INS e GDP sobre: 

 Crescimento tumoral; 

 Ingestão alimentar; 

 Parâmetros de caquexia: massa corpórea, muscular e adiposa; 

 Parâmetros plasmáticos: INS, glicose, lactato, uréia, triacilgliceróis e corticosterona; 

 Parâmetros das fezes: corticosterona; 

 Parâmetros teciduais: TNF-α, IL-6, miostatina, lipase hormônio sensível (LHS), 

perilipina total, lipase de triacilgliceróis (ATGL), transportador de glicose GLUT-4 e 

RNA mensageiro do GLUT-4; 

 Resposta periférica à INS; 

 Proteínas da via de sinalização da INS: Akt total e Akt fosforilada (p-Akt); 

 Glicólise hepática. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

MATERIAL E MÉTODOS      
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Químicos 

A INS NPH (Humulin®) e a INS regular (Humalog®) foram adquiridas da Eli Lilly 

do Brasil Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). O dipeptídeo L-alanil-L-glutamina (GDP) foi 

adquirido da Ajinomoto Interamericana Ltda (São Paulo, Brasil). Os kits enzimáticos 

para dosagens de glicose, triacilglicerol e ureia foram provenientes da Laborclin 

(Pinhais/PR, Brasil). O kit MILLIPLEX™ usado para dosar corticosterona foi adquirido 

da Merck Millipore. Os anticorpos primários foram adquiridos da Cell Signaling 

Technology® (Danvers, USA), os anticorpos secundários da Jackson ImunoReaserch 

Laboratories, Inc (West Grove, USA), os inibidores de proteases da AMRESCO® LLC 

(Solon, USA), a membrana de nitrocelulose da Perkin Elmer, a transcriptase reversa e o 

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG da Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, 

CA, EUA), a INS marcada com iodo (125I) da Genese, e os demais reagentes da Sigma 

Chemical Co. (St Louis, USA), Merck & Co. (Darmstad, Germany), Reagen (Rio de 

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

 

3.2 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 220-230 g, com livre 

acesso à água e alimentados à vontade com dieta padrão de laboratório (Nuvilab CR-1 

Nuvital®, Colombo, Brasil). Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade Estadual de Londrina e mantidos no Biotério do Departamento de 

Ciências Fisiológicas, em gaiolas coletivas, a uma temperatura de 23±2 ºC e com ciclo 

claro/escuro de 12 horas. Os experimentos foram sempre iniciados no mesmo horário 

para minimizar variações circadianas. Os procedimentos com os animais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Estadual 

de Londrina (CEUA/UEL), sob nº de registro 07987. 

 
3.3 Implantação do tumor Walker-256 

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

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

síndrome da caquexia (GUAITANI et al., 1982). O tumor Walker-256 tem sido utilizado 

como modelo de indução de caquexia em ratos, pois em um curto espaço de tempo 

após sua implantação verifica-se redução no peso do animal, anorexia e acentuado 

catabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios. Após 14 dias de implantação do 
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tumor, a massa tumoral pode representar uma fração considerável do peso do animal e 

a morte ocorre próxima ao 14o dia (VICENTINO et al., 2002). 

As células do tumor Walker-256 foram mantidas através de passagens semanais 

por inoculação asséptica intraperitoneal de 1,0x106 células/animal. Após 7 dias de 

crescimento ascítico, os animais, anestesiados com éter etílico, foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e o exsudato peritoneal foi retirado e submetido à centrifugação 

diferencial a 4 °C para obtenção das células tumorais. As células foram ressuspensas 

em tampão 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 exclusão do azul de tripan em câmara de 

Neubauer. Os ratos portadores de tumor foram inoculados com 8,0x107 células 

tumorais viáveis/animal, subcutaneamente, no flanco direito traseiro. Ratos saudáveis 

receberam PBS no mesmo local. 

 
3.4 Tratamentos 

Como mostra o esquema adiante, ratos portadores de tumor Walker-256 foram 

tratados com GDP (1,5 g/Kg, oral), INS (NPH, 40 U/Kg, sc) ou com a associação 

INS+GDP, durante 11 dias, uma vez ao dia (17:00 horas), a partir do dia da inoculação 

das células tumorais. As doses de GDP (CRUZAT & TIRAPEGUI, 2009; CRUZAT et al., 

2010) e INS (FERNANDES et al., 1996) utilizadas no presente estudo foram baseadas 

em estudos prévios. Ratos controle (portadores de tumor e saudáveis) foram tratados 

com veículo, ou seja, água no lugar da GDP e salina no lugar da INS.  

Com relação ao uso oral de glutamina vale ressaltar que a glutamina dipeptídeo 

(L-alanil-L-glutamina, GDP) é mais favorável que a glutamina livre, pois não sofre ação 

de hidrolases presentes na borda em escova dos enterócitos, evitando sua 

decomposição e consequentemente sua utilização pelos enterócitos, aumentando a 

biodisponibilidade de glutamina no sangue e tecidos (SOUBA, 1993; MASSAMBI & 

BAZOTTE, 1998; NEWSHOLME et al., 2003). Outro ponto favorável é que a GDP 

apresenta melhor solubilidade em água e estabilidade durante a preparação, 

estocagem, esterilização e administração (FÜRST et al., 1997). 

No dia 12, parte dos ratos foi submetida a 24 horas de privação alimentar e parte 

permaneceu no estado alimentado. O jejum de 24 horas foi feito para prevenir a 

influência da anorexia e do menor conteúdo de glicogênio hepático, presente nos ratos 

portadores de tumor (CASSOLLA et al., 2012), em alguns parâmetros metabólicos.  

Para evitar a ocorrência de hipoglicemia acentuada nos ratos com 24 horas de 

jejum, induzida pela administração de INS, e morte dos animais, nenhum tratamento foi 
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feito no dia 12, dia que antecedeu a realização dos experimentos (dia 13). Este 

procedimento, além de prevenir a hipoglicemia acentuada, permitiu avaliar os efeitos 

crônicos da INS e GDP, excluindo os efeitos de curto prazo (agudos) destes fármacos. 

Para visualizar os efeitos de curto prazo da INS e GDP, principalmente nas proteínas da 

via de sinalização da INS, ratos alimentados tratados com INS e/ou GDP por 11 dias 

receberam também estes fármacos 4 horas antes da realização dos experimentos (dia 

13), como esquematizado adiante. Ratos controle (portadores de tumor e saudáveis) 

receberam veículo, ou seja, água no lugar da GDP e salina no lugar da INS.  

 

Tratamento por 11 dias 

GPD, INS, INS+GPD ou Salina 

(17:00 horas) 

Dia 12 

Jejum de 24 horas  

Alimentado  

Dia 13 

Experimento 

Experimento 4 horas pós- 

INS, GDP, INS+GPD ou Salina 

      

 

 

 
 
3.5 Avaliação do crescimento tumoral e de parâmetros plasmáticos e de caquexia-

anorexia  

No 10° dia após a inoculação das células tumorais ou PBS (grupo saudável), os 

ratos foram alojados em gaiolas metabólicas individuais, contendo 40 g de ração e água 

à vontade, para a avaliação da ingestão alimentar. Após 24 horas, a sobra da ração foi 

pesada e subtraída da quantidade ofertada inicialmente, para o cálculo da quantidade 

diária ingerida por 100 gramas de peso corporal (g%), de acordo com a equação a 

seguir, onde: ia (g%)= ingestão alimentar em gramas por cento; ia= ingestão alimentar 

em gramas; mc= massa corpórea do animal em gramas; mt= massa do tumor em 

gramas. 

 

 

No dia 12, parte dos ratos foi  submetida à privação alimentar e no dia 13 os 

ratos, com 24 horas de jejum, foram pesados, anestesiados com pentobarbital sódico 

(40 mg/kg) e laparotomizados para coleta de amostras de sangue da veia cava inferior 

para avaliação das concentrações plasmáticas de INS, glicose, lactato, ureia e 

triacilglicerol. 

Inoculação das 

células tumorais 

(Dia 1) 
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Posteriormente, o tecido adiposo retroperitonial e os músculos gastrocnêmio, 

sóleo e extensor digital longo (EDL) também foram retirados e pesados. As massas dos 

tecidos foram expressas por 100 gramas de peso corporal (g%), de acordo com a 

equação a seguir, onde: m (g%)= massa do tecido em gramas por cento; m= massa do 

tecido em gramas; mcf= massa corpórea final do animal em gramas; mt= massa do 

tumor em gramas. 

 

 

O tecido adiposo retroperitonial e o músculo gastrocnêmio foram rapidamente 

congelados em nitrogênio líquido e armazenados a -80 oC, para análise do conteúdo de 

LHS, perilipina, ATGL, TNF-α e IL-6 no tecido adiposo e de miostatina e TNF-α no 

músculo. O fígado também foi retirado, congelado em nitrogênio líquido e armazenado 

a -80 oC para análise do conteúdo de TNF-α, Akt total e Akt fosforilada (p-Akt). 

Finalmente, o tumor foi dissecado e pesado para avaliação do crescimento 

tumoral (g) e determinação da alteração da massa corporal de acordo com a equação a 

seguir, onde: mci= massa corpórea inicial em gramas, mcf =massa corpórea final em 

gramas, mt= massa do tumor em gramas.  

 
 

 
 
Amostras de sangue, tecido adiposo retroperitonial e músculo gastrocnêmio, de 

ratos alimentados, que receberam os tratamentos (INS, GDP, INS+GPD ou salina) 4 

horas antes da realização dos experimentos (dia 13), também foram coletadas, 

armazenadas pelos procedimentos descritos anteriormente, e usadas para análise das 

concentrações de corticosterona, INS e glicose plasmáticas e do conteúdo de TNF-α, 

Akt total e p-Akt no tecido adiposo e de GLUT-4, TNF-α, Akt total, p-Akt, GLUT-4 e RNA 

mensageiro (RNAm) do GLUT-4 no músculo. Amostras de fezes de ratos alimentados 

que receberam os tratamentos (INS, GDP, INS+GPD ou salina) também foram 

coletadas durante 24 horas. A coleta se iniciou 4 horas depois do último tratamento e as 

fezes foram armazenadas em freezer e usadas para análise das concentrações de 

corticosterona. 

  

3.6 Teste de tolerância à INS para avaliação da resposta periférica à INS 

A resposta glicêmica para INS foi avaliada por meio do teste de tolerância a INS 

(ITT) em ratos submetidos a 24 horas de privação alimentar. Para tanto, INS regular 
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(0,25 U/kg) foi administrada endovenosamente (veia cava inferior) nos ratos 

anestesiados com pentobarbital sódico (40 mg/kg). Amostras de sangue (0,2 mL) foram 

coletadas da veia cava inferior no tempo 0 (basal - antes da injeção de INS) e nos 

tempos 5, 10, 15 e 30  minutos após a injeção de INS para avaliação da glicemia.  

A constante de decaimento da glicose no plasma (kITT), um indicador da 

resposta periférica à INS, foi calculada a partir da regressão linear dos valores de 

glicemia obtidos no ITT, durante o tempo 5 até 15 minutos após a administração de 

INS, intervalo onde ocorre a fase linear de queda da glicemia (BONORA et al., 1989; 

SERAPHIM et al., 2001). A interpretação da kITT se baseia em quanto mais rápida e 

intensa for a queda da glicemia, maior o valor da kITT, e portanto, maior é a resposta a 

INS. 

 

3.7 Western blotting para avaliação do conteúdo de Akt total, p-Akt, GLUT-4,TNF-

α, IL-6, LHS, perilipina, ATGL e miostatina  

O conteúdo destas proteínas foi avaliado pela técnica de Western blotting 

(TOWBIN et al., 1979; BURNETTE, 1981; GOULART-SILVA et al., 2012). Para tanto, os 

tecidos (músculo gastrocnêmio, tecido adiposo retroperitoneal e fígado), armazenados a 

-80 oC, foram homogeneizados em solução tampão (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, MgCl2 

1 mM, EDTA 1 mM, Na4P2O7 5 mM, NaF 10 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10%, 

Na3VO4 0,5 mM, Tris 20 mM, pH 7,8) contendo inibidores de proteases (PIC e PMSF 

0,2 mM). O homogenato foi centrifugado (13362 g, 40 minutos, 4 ºC), o precipitado foi 

desprezado e as proteínas totais do sobrenadante foram quantificadas pelo método de 

Bradford (BRADFORD, 1976).  

Para quantificação de GLUT-4 na membrana plasmática, parte do homogenato 

foi centrifugada a 760 g, por 15 minutos, a 4 oC. O sobrenadante obtido foi submetido à 

nova centrifugação (31.000 g, 1 hora, 4 oC) e o precipitado gerado na segunda 

centrifugação corresponde a fração rica em proteínas da membrana plasmática. 

Proteínas desta fração foram também quantificadas pelo método de Bradford. 

Quantidades iguais de proteínas totais ou da fração enriquecida com membrana 

plasmática foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10 %, submetidas à eletroforese 

(100 V) e à eletro-transferência das proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose 

(2 ciclos de 50 minutos a 80 V). A membrana de nitrocelulose foi corada com ponceau, 

para detecção reversível rápida das bandas de proteínas durante o western blotting, e 

foi digitalizada para posterior normalização dos blots. Em seguida, a membrana foi 
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lavada com PBST (tampão salina fosfato com 0.1% de Tween-20) por 5 minutos para 

remover o excesso do corante, submetida ao bloqueio com 5% de leite em pó 

desnatado por 1 hora, para impedir ligações inespecíficas entre a membrana e o 

anticorpo, e incubada com anticorpo primário anti-Akt (1:1000), anti-p-Akt (1:1000), anti-

GLUT-4 (1:1000), anti-TNF-α (1:1000), anti-IL-6 (1:1000), anti-LHS (1:1000), anti-

perilipina (1:1000), anti-ATGL (1:1000) ou anti-miostatina (1:2000), overnight à 4 ºC. 

Posteriormente, a membrana foi lavada com PBST por quatro vezes, de 5 minutos 

cada, e incubada com anticorpo secundário, conjugado com peroxidase (1:5000) por 75 

minutos a temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas com PBST 

por 5 minutos e submetidas à reação de quimioluminescência, por meio da incubação 

com substrato que fluoresce quando exposto à peroxidase, para detecção dos blots. Os 

blots foram visualizados por exposição em filmes de raios-X e analisados usando o 

programa Image J (National Institutes of Health, USA). A densidade dos blots foi 

expressa em unidades arbitrárias.  

Os valores de GLUT-4 total, GLUT-4 na membrana plasmática, Akt total, p-Akt, 

TNF-α, IL-6, LHS, ATGL, miostatina e perilipina foram normalizados pela própria 

membrana corada com ponceau (ROMERO-CALVO et al., 2010), e não por uma 

proteína constitutiva específica, devido a possibilidade de sua variação neste modelo 

experimental de caquexia do câncer. 

 

3.8 PCR em tempo real para avaliação da expressão de RNAm para o GLUT-4 

 O RNA total do músculo gastrocnêmio dos ratos foi extraído utilizando o 

método de extração com guanidina-fenol-clorofórmio, como descrito previamente 

(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Após a análise da integridade do RNA, 1μL de 

RNA total foi transcrito de forma reversa com 200 ng de iniciadores aleatórios (primers), 

0,1 mM de dNTP, 0,1 mM de tampão 5X First-Strand e 1 μL de de transcriptase reversa 

M-MLV (200 U/μL) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A expressão de 

GLUT-4 e da proteína ribossomal 18S foram avaliados em duplicata através da análise 

de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) em Tempo Real usando Platinum SYBR 

Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 

Alterações relativas na expressão do RNAm de GLUT-4 foram calculadas usando o 

método 2-ΔΔCt e a expressão do RNAr de 18S foi usada como controle interno de carga 

(LIVAK et al., 2001). 
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3.9 Perfusão de fígado in situ para avaliação da glicólise 

A perfusão de fígado foi realizada como previamente descrito (DE MORAIS et 

al., 2012; DA ROCHA et al., 2014; DE SOUZA et al., 2015b; BASSOLI et al., 2015). 

Para a perfusão, ratos submetidos a 24 horas de privação alimentar foram 

anestesiados com pentobarbital sódico (40 mg/kg), fixados em mesa cirúrgica e o 

abdômen foi aberto até a altura do diafragma, por uma incisão longitudinal central, para 

exposição do fígado. O líquido de perfusão, tampão Krebs-Henseleit-bicarbonato (KHB: 

NaCl 115 mM, NaHCO3 25 mM, KCl 5,8 mM, Na2SO4 1,2 mM, MgCl2 1,18 mM, NaH2PO4 

1,2 mM e CaCl2 2,5 mM), pH 7,4, 37 ºC e saturado de O2:CO2 (95:5%) foi introduzido na 

veia porta por meio de uma cânula.  Imediatamente após, os vasos abdominais abaixo 

do fígado foram seccionados para dessangramento deste órgão. Em seguida, o tórax foi 

aberto e a veia cava inferior, na região toráxica, foi ocluída para desviar o líquido de 

perfusão para a veia cava inferior infra-hepática, a qual foi canulada. Depois disso, o 

fluxo através do fígado foi ajustado para valores que permitissem sua oxigenação 

adequada (aproximadamente 4 mL.min-1.g-1 de fígado).  

A perfusão do fígado, depois de um período de 20 minutos para estabilização 

do consumo de oxigênio, foi do seguinte modo: 10 minutos com KHB e dos 10 aos 40 

minutos com KHB contendo glicose (20 mM). Durante a perfusão, o líquido de perfusão 

efluente do fígado (perfusado) foi coletado da veia cava inferior, em intervalos de 2 

minutos, para determinação da concentração de lactato e piruvato. Ao final do 

experimento o fígado foi retirado e pesado para que as produções de lactato e piruvato 

por grama de fígado (mol.min-1.g-1) fossem quantificadas e utilizadas para calcular a 

taxa de glicólise. A glicólise foi calculada como a soma da produção hepática de 

piruvato + L-lactato liberados no perfusado. 

 

3.10 Procedimentos analíticos 

 

3.10.1 Determinação da concentração de INS 

A concentração plasmática de INS foi avaliada por radioimunoensaio (YALOW & 

BERSON, 1960), por meio de quantidades conhecidas de anticorpo e do hormônio 

marcado radioativamente (INS marcada com 125I) e uma quantidade desconhecida de 

hormônio não radioativo (amostra de soro). As duas formas do hormônio, radioativo e 

não radioativo, competem por um mesmo número de locais de ligação ao anticorpo. O 

complexo INS-anticorpo marcado formado foi precipitado com polietilenoglicol (PM 
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6000) e dosado em contador tipo gama (PerkinElmer, Turku, Finlândia). Uma curva 

padrão foi preparada, na qual a relação ligado/livre para o hormônio radioativo foi 

plotada como função da concentração do hormônio não radioativo. A curva padrão foi 

utilizada para determinar a concentração do hormônio presente em cada amostra. 

 

3.10.2 Determinação da concentração de corticosterona 

A concentração plasmática e fecal de corticosterona foi avaliada por 

imunoensaio, utilizando kit MILLIPLEX™, através da tecnologia Luminex™ xMAP (Perfil 

de Múltiplos Analitos), que consiste na detecção simultânea de múltiplos analitos em um 

único poço de reação em microplacas de titulação utilizando pequenas quantidades de 

amostras (10-50 μL). A tecnologia Luminex™ xMAP envolve um processo exclusivo que 

cora microesferas de poliestireno com dois fluoróforos. Utilizando proporções precisas 

de dois fluoróforos, podem ser criados 100 conjuntos diferentes de microesferas – cada 

uma delas com uma assinatura baseada em “código de cores” e que podem ser 

identificadas pelo instrumento Luminex. O kit MILLIPLEX™ foi desenvolvido com estas 

microesferas e se fundamenta no imunoensaio. Anticorpos de captura específicos para 

cada analito estão imobilizados nas microesferas através de ligações covalentes não 

reversíveis. Depois que o analito (amostra) se liga aos anticorpos de captura 

localizados na superfície das microesferas, a detecção final é feita através de um 

terceiro marcador fluorescente, Estreptavidina-Ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de 

detecção. O resultado final é um ensaio “sanduíche” realizado através de microesferas.  

O equipamento Luminex 200™ movimenta estas esferas em fila única através de feixes 

de dois lasers diferentes em um citômetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta 

(classifica) a microesfera (o código de cor para o ensaio) e o segundo laser quantifica o 

sinal de reporte em cada microesfera. 

 

3.10.3 Determinação de outros parâmetros bioquímicos 

As concentrações de glicose (BERGMEYER & BERNT, 1974), lactato 

(GUTMANN & WAHLEFELD, 1974), piruvato (CZOK & LAMPRECHT, 1974), ureia 

(GUTMANN & BERGMEYER, 1974) e triacilglicerol (TRINDER, 1969) no plasma e/ou 

perfusado foram quantificadas por métodos enzimáticos.   
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3.11 Procedimentos estatísticos 

A distribuição normal (testes de Shapiro-Wilk e Lilliefors) e a homogeneidade das 

variâncias (testes de Levene e Brown Forsythe) foram analisadas e testes estatísticos 

apropriados, indicados nas legendas das figuras, foram empregados para análise dos 

resultados. As análises foram realizadas utilizando-se o programa STATISTICA 7 e 

GRAPHPAD PRISM 5. Os dados foram expressos como média  erro padrão da média 

e ao nível de significância de 5% (p<0,05). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Efeitos dos tratamentos com INS e/ou GDP sobre a massa tumoral, 

parâmetros de caquexia-anorexia e parâmetros metabólicos relacionados 

(ARTIGO 1). 

 

Ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram, no dia 13 de 

desenvolvimento tumoral, massa tumoral próxima a 30 g e os tratamentos com GDP, 

INS ou com a associação INS+GDP não alteraram significativamente o crescimento do 

tumor, em comparação aos ratos tratados com veículo (Figura 1). 

A insulinemia dos ratos portadores de tumor em jejum de 24 horas foi 

aproximadamente 50% menor que a dos ratos saudáveis e nenhum dos tratamentos 

preveniu a hipoinsulinemia destes animais (Figura 2). 

Ratos portadores de tumor apresentaram redução da glicemia (Figura 3A) e 

aumento das concentrações plasmáticas lactato (Figura 3B), ureia (Figura 3C) e 

triacilglicerol (Figura 3D) em comparação aos saudáveis. O tratamento com GDP não 

alterou a glicemia (Figura 3A), uremia (Figura 3C) e triacilglicerolemia (Figura 3D), mas  

elevou a lactatemia (Figura 3B) dos ratos com tumor. Já o tratamento com INS 

acentuou a redução da glicemia (Figura 3A) e os tratamentos com INS e INS+GDP 

reduziram a lactatemia (Figura 3B), não alteraram as concentrações de ureia (Figura 

3C) e aumentaram as concentrações de triacilglicerol (Figura 3D) no sangue dos ratos 

com tumor.  

Ratos portadores de tumor perderam cerca de 10 g de massa corporal ao longo 

de 13 dias, enquanto ratos saudáveis ganharam aproximadamente 40 g, neste mesmo 

período (Figura 4A). Os ratos com tumor também apresentaram redução da ingetão 

alimentar (Figura 4B) e perda de massa adiposa retroperitoneal  (Figura 4C) em relação 

aos saudáveis. O tratamento com GDP acentuou a perda de massa corpórea e a 

anorexia dos ratos com tumor. Contudo, os tratamentos com INS e INS+GDP 

recuperaram a massa corporal em aproximadamante 60% (Figura 4A), aumentaram a 

ingestão alimentar (Figura 4B) e impediram a perda de massa do tecido adiposo 

retroperitonial (Figura 4C) dos ratos com tumor, em comparação aos ratos com tumor 

tratados com veículo.  A ingestão alimentar e a massa adiposa retroperitoneal dos ratos 

com tumor tratados com INS foi maior que a dos ratos saudáveis (Figuras 4B e 4C). 

O conteúdo de TNF-α no tecido adiposo retroperitoneal dos ratos portadores de 
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tumor foi maior que dos ratos saudáveis e nenhum dos tratamentos foi capaz de 

prevenir esta alteração (Figura 5A). Já em relação a IL6, seu conteúdo no tecido 

adiposo retroperitoneal tendeu, mas não foi significativamente maior no grupo tumor e 

não foi alterado pelos tratamentos (Figura 5B). 

Houve aumento do conteúdo de perilipina total (Figura 6A), ATGL (Figura 6B) e 

LHS (Figura 6C) no tecido adiposo retroperitoneal dos ratos portadores de tumor em 

relação aos saudáveis. O tratamento com GDP não impediu a alteração destes 

parâmetros (Figuras 6A, 6B, 6C). Contudo, ratos portadores de tumor tratados com INS 

apresentaram conteúdo de perilipina total (grupos INS e INS+GDP - Figura 6A ) e ATGL 

(grupo INS+GDP - Figura 6B) similar ao dos ratos saudáveis. Além disso, os 

tratamentos com INS preveniram o aumento de ATGL (grupo INS - Figura 6B) e LHS 

(grupos INS e INS+GDP - Figura 6C) dos ratos portadores de tumor. 

Ratos portadores de tumor apresentaram redução da massa dos músculos 

gastrocnêmio (Figura 7A) e EDL (Figura 7B) e aumento da massa do músculo sóleo 

(Figura 7C) em relação aos ratos saudáveis. Ratos portadores de tumor tratados com 

GDP apresentaram as massas do gastrocnêmio e EDL similares a dos grupos 

saudáveis. Já os tratamentos com INS e INS+GDP reduziram a massa dos músculos 

gastrocnêmio, EDL e sóleo, em comparação aos ratos com tumor tratados com veículo 

(Figuras 7A, 7B e 7C). 

O conteúdo de miostatina do músculo gastrocnêmico (Figura 8A) e a 

concentração plasmática (Figura 8B) e fecal (Figura 8C) de corticosterona dos ratos 

com tumor não foram significativamente diferentes dos ratos saudáveis e não foram 

alterados por nenhum dos tratamentos.  
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Figura 1. Massa tumoral de ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com 

glutamina dipepitídeo (GDP), insulina (INS), insulina + glutamina dipepitideo (INS+GDP) 

ou veículo durante 11 dias. Experimentos realizados no dia 13 em ratos submetidos a 

24 horas de privação alimentar, como descrito em Material e Métodos. Cada barra 

representa a média ± EPM de 16 a 30 experimentos. Resultados analisados por 

ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls.  
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Figura 2. Insulinemia (ng/mL) de ratos saudáveis e portadores de tumor Walker-256 

tratados com glutamina dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina + glutamina 

dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo durante 11 dias. Experimentos realizados no dia 13 

em ratos submetidos a 24 horas de privação alimentar, como descrito em Material e 

Métodos. Cada barra representa média ± EPM de 14 a 25 experimentos. Resultados 

analisados por ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. ***p<0,001 versus 

saudável. 
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Figura 3. Concentrações plasmáticas de glicose (A), lactato (B), ureia (C) e triacilglicerol 

(D) de ratos saudáveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com glutamina 

dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina + glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo 

durante 11 dias. Experimentos realizados no dia 13 em ratos submetidos a 24 horas de 

privação alimentar, como descrito em Material e Métodos. Cada barra representa média 

± EPM de 15 a 30 experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido 

de Newman-Keuls. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus saudável; #p<0,05, ##p<0,01e 
###p<0,001 versus tumor. 
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Figura 4. Alteração de massa corporal (A), 

ingestão alimentar (B) e massa do tecido 

adiposo retroperitonial (C) de ratos 

saudáveis e portadores de tumor Walker-

256 tratados com glutamina dipeptídeo 

(GDP), insulina (INS), insulina + glutamina 

dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo durante 

11 dias. Experimentos realizados no dia 13 

em ratos submetidos a 24 horas de 

privação alimentar, como descrito em 

Material e Métodos. Cada barra representa 

a média ± EPM de 16 a 30 experimentos. 

Resultados analisados por ANOVA One-

Way seguido de Newman-Keuls. *p<0,05, 

**p<0,01 e ***p<0,001 versus saudável; 

#p<0,05 e ###p<0,001 versus tumor. 
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 Figura 5. Conteúdo de TNF-α (A) e IL6 (B) no tecido adiposo retroperitoneal de ratos 

saudáveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com glutamina dipeptídeo (GDP), 

insulina (INS), insulina + glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo durante 11 dias. 

Experimentos realizados no dia 13 em ratos submetidos a 24 horas de privação 

alimentar, como descrito em Material e Métodos. Blots estão representados acima de 

cada grupo respectivo. Cada barra representa média ± EPM de 9 a 21 experimentos. 

Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. *p<0,05 e 

**p<0,01 versus saudável.  
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Figura 6. Conteúdo de perilipina total (A), 

lipase de triacilglicerol (ATGL) (B) e 

lipase hormônio sensível (LHS) (C) no 

tecido adiposo retroperitoneal de ratos 

saudáveis e portadores de tumor Walker-

256 tratados com glutamina dipeptídeo 

(GDP), insulina (INS), insulina + 

glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou 

veículo durante 11 dias. Experimentos 

realizados no dia 13 em ratos submetidos 

a 24 horas de privação alimentar, como 

descrito em Material e Métodos. Blots 

estão representados acima de cada 

grupo respectivo. Cada barra representa 

a média ± EPM de 7 a 16 experimentos. 

Resultados analisados por ANOVA One-

Way seguido de Newman-Keuls. *p<0,05 

e **p<0,01 versus saudável; #p<0,05 

versus tumor. 
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Figura 7. Massa dos músculos 
gastrocnêmio (A), EDL (B) e sóleo (C) de 
ratos saudáveis e portadores de tumor 
Walker-256 tratados com glutamina 
dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina 
+ glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou 
veículo durante 11 dias. Experimentos 
realizados no dia 13 em ratos submetidos 
a 24 horas de privação alimentar, como 
descrito em Material e Métodos. Cada 
barra representa média ± EPM de 16 a 42 
experimentos. Resultados analisados por 
ANOVA One-Way seguido de Newman-
Keuls. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 
versus saudável; #p<0,05 e ##p<0,01 
versus tumor. 
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Figura 8. Conteúdo de miostatina no 

músculo gastrocnêmio (A) e 

concentração de corticosterona no 

plasma (B) e nas fezes (C) de ratos 

saudáveis e portadores de tumor 

Walker-256 tratados com glutamina 

dipeptídeo (GDP), insulina (INS). 

insulina + glutamina dipeptídeo  

(INS+GDP) ou veículo durante 11 dias. 

Experimentos realizados no dia 13 em 

ratos submetidos a 24 horas de 

privação alimentar (A) ou em ratos 

alimentados 4 horas pós-administração 

de INS e/ou GDP ou veículo (B e C), 

como descrito em Material e Metodos. 

Blots estão representados acima de 

cada grupo respectivo. Cada barra 

representa média ± EPM de 4 a14 

experimentos. Resultados analisados 

por ANOVA One-Way seguido de 

Newman-Keuls.  
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4.2 Efeitos dos tratamentos com INS e/ou GDP sobre a resposta periférica a INS, 

proteínas da via de sinalização da INS e parâmetros metabólicos relacionados 

(ARTIGO 2). 

 

A concentração de INS plasmática nos ratos portadores de tumor Walker-256, 

alimentados, foi aproximadamente 50% menor do que nos ratos saudáveis. A 

insulinemia dos ratos portadores de tumor que receberam a última dose de GDP 4 

horas antes dos experimentos foi similar a dos ratos saudáveis. Já a insulinemia dos 

ratos portadores de tumor que receberam a última dose de INS e INS+GDP 4 horas 

antes dos experimentos foi muito maior que a dos ratos com tumor tratados com veículo 

e a dos ratos saudáveis (Figura 9).  

Ratos portadores de tumor, alimentados, apresentaram redução da glicemia em 

relação aos saudáveis. A administração de GDP, 4 horas antes do experimento, não 

alterou significativamente este parâmetro, mas a administração de INS e INS+GDP,  

reduziu acentuadamente a glicemia dos ratos portadores de tumor (Figura 10). 

No teste de tolerância à INS (ITT), a administração de INS reduziu a glicemia ao 

longo do tempo, em todos os grupos (Figura 11A). No entanto, a redução da glicemia foi 

menor nos ratos portadores de tumor do que nos saudáveis, como mostrado pela 

menor kITT (Figura 11B). Os tratamentos com GDP, INS ou INS+GDP não tiveram 

efeito sobre a redução da resposta periférica a INS dos ratos com tumor (Figura 11B). 

O conteúdo de TNF-α no tecido adiposo retroperitoneal (Figura 12A) e fígado 

(Figura 12C) dos ratos portadores de tumor foi maior que dos ratos saudáveis e 

nenhum dos tratamentos foi capaz de prevenir esta alteração. Já o conteúdo de TNF-α 

no músculo gastrocnêmio dos ratos com tumor foi similar a dos ratos saudáveis e 

também não foi afetado pelos tratamentos (Figura 12B). 

O conteúdo de Akt total (Figura 13A) e p-Akt (Figura 13B) não foi 

significativamente menor, mas a a relação p-Akt:Akt total (Figura 13C) foi menor, no 

tecido adiposo retroperitoneal dos ratos portadores de tumor em relação aos saudáveis. 

O tratamento com GDP, 4 horas antes dos experimentos, aumentou o conteúdo de Akt 

total (Figura 13A), mas não alterou a razão p-Akt/Akt total (Figura 13C), enquanto os 

tratamentos com INS e INS+GDP aumentaram acentuadamente o conteúdo de p-Akt 

(Figura 13B) e a razão p-Akt/Akt total (Figura 13C) no tecido adiposo retroperitoneal dos 

ratos com tumor em relação aos ratos com tumor tratados com veículo. 

O conteúdo de Akt total (Figura 14A), p-Akt (Figura 14B) e relação p-Akt:Akt total 
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(Figura 14C) no músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor foi semelhante ao 

dos ratos saudáveis. O tratamento com GDP, 4 horas antes dos experimentos,  reduziu 

o conteúdo de Akt total (Figura 14A), mas não alterou a relação p-Akt:Akt total dos ratos 

com tumor (Figura 14C). Já o tratamento com INS e INS+GDP reduziu o conteúdo de 

Akt total (Figura 14A), aumentou o conteúdo de p-Akt (Figura 14B) e também a relação 

p-Akt:Akt total (Figura 14C) no músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor em 

comparação aos ratos com tumor tratados com veículo.  

O conteúdo de GLUT-4 total (Figura 15A) e GLUT-4 na membrana plasmática 

(Figura 15B) no músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor foi semelhante ao 

dos ratos saudáveis e nenhum dos tramentos tiveram efeitos sobre estes parâmetros. 

Com relação ao RNAm do GLUT-4, os tratamentos com GDP ou INS+GDP 

aumentaram acentuadamente sua expressão em comparação aos ratos portadores de 

tumor tratados com veículo.  

No fígado, os conteúdos de Akt total (Figura 16A), p-Akt (Figura 16B) e a relação 

p-Akt:Akt total (Figura 16C) dos ratos portadores de tumor foram similares a dos ratos 

saudáveis e os tratamentos com GDP, INS ou INS+GDP não afetaram estes 

parâmetros. 

Com relação a glicólise, houve redução do catabolismo da glicose exógena pelo 

fígado dos ratos portadores de tumor em relação aos ratos saudáveis (Figura 17A), 

como mostrado pelas áreas sob as curvas (AUCs) (Figura 17B). Os tratamentos com 

GDP, INS ou INS+GDP não tiveram efeito sobe a redução da glicólise dos ratos com 

tumor. 
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Figura 9. Insulinemia (ng/mL) de ratos saudáveis e portadores de tumor Walker-256 

tratados com glutamina dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina + glutamina 

dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo durante 11 dias. Experimentos realizados no dia 13, 4 

horas pós-administração de INS e/ou GDP ou veículo, em ratos alimentados, como 

descrito em Material e Métodos. Cada barra representa média ± EPM de 7 

experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. 

*p<0,05 e ***p<0,001 versus saudável; ###p<0,001 versus tumor. 
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Figura 10. Glicemia (mg/dL) de ratos saudáveis e portadores de tumor Walker-256 

tratados com glutamina dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina + glutamina 

dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo durante 11 dias. Experimentos realizados no dia 13, 4 

horas pós-administração de INS e/ou GDP ou salina, em ratos alimentados, como 

descrito em Material e Métodos. Cada barra representa média ± EPM de 7 a 8 

experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. 

*p<0,05 e ***p<0,001 versus saudável; ###p<0,001 versus tumor. 
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Figura 11. Constante de decaimento da glicose (kITT) após a administração de insulina 

em ratos saudáveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com glutamina 

dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina + glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo 

durante 11 dias. Experimentos realizados no dia 13 em ratos submetidos a 24 horas de 

privação alimentar, como descrito em Material e Métodos. A glicemia foi avaliada nos 

tempos 0 (basal), 5, 10, 15 e 30 min após a administração de insulina (0,25 U/Kg). Cada 

barra representa média ± EPM de 6 a 18 experimentos. Resultados analisadas por 

ANOVA One-WAy seguido de Newman-Keuls; **p<0,01 e ***p<0,001 versus saudável. 
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Figura 12. Conteúdo de TNF-α no 

tecido adiposo retroperitoneal (A), 

músculo gastrocnêmio (B) e fígado 

(C) de ratos saudáveis e portadores 

de tumor Walker-256 tratados com 

glutamina dipeptídeo (GDP), insulina 

(INS), insulina + glutamina dipeptídeo 

(INS+GDP) ou veículo durante 11 

dias. Experimentos realizados no dia 

13 em ratos alimentados, 4 horas 

pós-administração de INS e/ou GDP 

ou veículo (A), ou em ratos 

submetidos a 24 horas de privação 

alimentar (B, C), como descrito em 

Material e Métodos. Blots estão 

representados acima de cada grupo 

respectivo. Cada barra representa 

média ± EPM de 5 a 28 

experimentos. Resultados analisados 

por ANOVA One-Way, seguido de 

Newman-Keuls. *p<0,05, **p<0,01 e 

***p<0,001 versus saudável. 
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Figura 13. Conteúdo de Akt total (A) Akt 

fosforilada (p-Akt) (B) e relação p-Akt:Akt 

total (C) no tecido adiposo retroperitoneal 

de ratos saudáveis e portadores de tumor 

Walker-256 tratados com glutamina 

dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina 

+ glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou 

veículo durante 11 dias. Experimentos 

realizados no dia 13, 4 horas pós-

administração de INS e/ou GDP ou 

veículo em ratos alimentados, como 

descrito em Material e Métodos. Blots 

estão representados acima de cada 

grupo respectivo. Cada barra representa 

média ± EPM de 5 a 7 experimentos. 

Resultados analisados por ANOVA One-

Way, seguido de Newman-Keuls. *p<0,05 

versus saudável; #p<0,05 e ##p<0,01 

versus tumor. 
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Figura 14. Conteúdo de Akt total (A) Akt 

fosforilada (p-Akt) (B) e  relação p-Akt:Akt 

total (C) no músculo gastrocnêmio de 

ratos saudáveis e portadores de tumor 

Walker-256 tratados com glutamina 

dipeptídeo (GDP), insulina (INS), insulina 

+ glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou 

veículo durante 11 dias. Experimentos 

realizados no dia 13, 4 horas pós-

administração de INS e/ou GDP ou 

veículo, em ratos alimentados, como 

descrito em Material e Métodos. Blots 

estão representados acima de cada 

grupo respectivo. Cada barra representa 

média ± EPM de 6 a 8 experimentos. 

Resultados analisados por ANOVA One-

Way, seguido de Newman-Keuls. 

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus 

saudável; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 

versus tumor. 
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Figura 15. Conteúdo de GLUT-4 total (A), 

GLUT-4 na membrana plasmática (B) e 

expressão de RNAm do GLUT-4 (C) no 

músculo gastrocnêmio de ratos 

saudáveis e portadores de tumor Walker-

256 tratados com glutamina dipeptídeo 

(GDP), insulina (INS), insulina + 

glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou 

veículo durante 11 dias. Experimentos 

realizados no dia 13, 4 horas pós-

administração de INS e/ou GDP ou 

veículo, em ratos alimentados, como 

descrito em Material e Métodos. Blots 

estão representados acima de cada 

grupo respectivo. Cada barra representa 

média ± EPM de 6 a 8 experimentos. 

Resultados analisados por ANOVA One-

Way, seguido de Newman-Keuls. 

***p<0,001 versus saudável; ###p<0,001 

versus tumor. 



54 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
Saudável
Tumor

A

Tumor + INS
Tumor + GDP
Tumor + INS + GDP

A
k
t 

to
ta

l 
fí

g
a
d

o
/P

o
n

c
e
a
u

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
Saudável
Tumor
Tumor + GDP
Tumor + INS
Tumor + INS + GDP

      B

p
-A

k
t 

fí
g

a
d

o
/P

o
n

c
e
a
u

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
Saudável
Tumor
Tumor + GDP
Tumor + INS
Tumor + INS + GDP

C

p
-A

k
t/

A
k
t 

to
ta

l 
F

íg
a
d

o
 (

U
A

)

 

 

 

 

                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                  
 

 

 

 

 

Figura 16. Conteúdo de Akt total (A) Akt 

fosforilada (p-Akt) (B) e relação p-Akt:Akt 

total (C) no fígado de ratos saudáveis e 

portadores de tumor Walker-256 tratados 

com glutamina dipeptídeo (GDP), insulina 

(INS), insulina + glutamina dipeptídeo 

(INS+GDP) ou veículo durante 11 dias. 

Experimentos realizados no dia 13 em 

ratos submetidos a 24 horas de privação 

alimentar, como descrito em Material e 

Métodos. Blots estão representados 

acima de cada grupo respectivo. Cada 

barra representa média ± EPM de 7 a 29 

experimentos. Resultados analisados por 

ANOVA One-Way, seguido de Newman-

Keuls.   
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Figura 17. Glicólise (A) e área sob a curva (AUC) da glicólise (B) no fígado de ratos 
saudáveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com glutamina dipeptídeo (GDP), 
insulina (INS), insulina + glutamina dipeptídeo (INS+GDP) ou veículo durante 11 dias. 
Experimentos realizados no dia 13 em ratos submetidos a 24 horas de privação 
alimentar, como descrito em Material e Métodos. Cada barra representa a média ± EPM 
de 4 a 5 experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-Way, seguido de 
Newman-Keuls. *p<0,05 e **p<0,01 versus saudável. 
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5 DISCUSSÃO 

Com relação aos resultados do ARTIGO 1, a maioria dos estudos foi realizada 

em ratos com 24 de jejum, 40 horas depois do último tratamento, com o propósito de 

excluir os efeitos de curto prazo da INS e/ou GDP. 

Os tratamentos com INS e/ou GDP por 11 dias não alteraram o crescimento do 

tumor Walker-256 (Figura 1), apesar de um estudo evidenciar redução do peso tumor 

Walker-256 em ratos tratados com maiores doses (50 U/Kg) de INS (FERNANDES et 

al., 1991). Nossos resultados estão de acordo com outros estudos onde os tratamentos 

com INS (MOLEY et al., 1985, 1988; COSTELLI et al., 1999; CHEN et al., 2011) ou 

glutamina (KLIMBERG, et al., 1990; KAIBARA, et.al.; 1994) também não afetaram o 

crescimento de vários tipos de tumor. A falta de efeito da GDP no crescimento tumoral é 

um resultado interessante, visto que a GDP promove reparo da mucosa e função da 

parede intestinal (KLIMBERG et al., 1989; YOSHIDA et al., 1998; YOSHIDA et al., 

2001) e é usada para melhorar o trato gastrointestinal, danificado pelo tratamento 

quimioterápico ou radioterápico, em pacientes com câncer e ainda paira dúvidas se ela 

estimula o crescimento tumoral, uma vez que a glutamina é um substrato energético 

importante para a proliferação de células tumorais (REITZER et al., 1979; MAZUREK et 

al., 1997; MAZUREK et al., 2005).  

Ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram baixos níveis de INS no 

sangue, confirmando achados anteriores (FERNANDES et al., 1990; SALOMÃO et al., 

2014), e os tratamentos com GDP e/ou INS não alteraram a hipoinsulinemia desses 

animais (Figura 2), provavelmente devido a metabolização da INS, visto que a 

insulinemia foi avaliada 40 horas depois do último tratamento.  

Os tratamentos com INS acentuaram a hipoglicemia (grupo INS) e 

hipertriacilglicerolemia (grupos INS e INS+GDP), reduziram a hiperlactatemia (grupos 

INS e INS+GDP) e não alteraram a hiperuremia (grupos INS e INS+GDP), enquanto o 

tratamento com GDP aumentou a hiperlactatemia dos ratos com tumor (Figura 3). A 

hipoglicemia, hiperlactatemia e hiperuremia nos ratos com tumor parecem ser 

resultantes do metabolismo das células tumorais, as quais consomem grandes 

quantidades de glicose e produzem lactato e ureia (BRAHIMI-HORN et al., 2007; 

REBECA et al., 2008; MARÍN-HERNÁNDEZ et al., 2009), enquanto a 

hipertriacilglicerolemia tem sido atribuída a inibição da LPL (MORIN et al., 1994; 

WARNE, 2003; CHEN et al., 2009) e também a estimulação da lipogênese hepática,  

promovida pelo TNF-α, IL-6 e IL-1α (KOTLER, 2000). Nos ratos tratados com INS, a 
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intensificação da hipoglicemia provavelmente envolveu aumento da captação periférica 

de glicose, enquanto a redução da hiperlactatemia pode ser devida a redução da massa 

muscular, visto que o músculo esquelético produz lactato. O aumento da lactatemia 

pela GDP pode ter ocorrido pela maior disponibilidade e utilização de glutamina 

(glutaminólise) pelas células tumorais (REITZER  et al., 1979; MAZUREK  et al., 1997; 

LOBO  et al., 2000) e do sistema imune (NEWSHOLME et al, 1999; FRISINA et al., 

1994). A ausência de efeito da GDP, INS e INS+GDP na uremia pode estar relacionada 

com a falta de efeito destes tratamentos no crescimento tumoral. Já o aumento da 

hipertriacilglicerolemia pela INS pode ser devido a sua ação lipogênica no fígado, 

aumentando a conversão de glicose em ácidos graxos, os quais são direcionados para 

a síntese de triacilgliceróis (CARVALHEIRA et al., 2002). 

Os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP) reduziram a perda de massa 

corporal dos ratos portadores de tumor (Figura 4A) e isso pode ser devido ao aumento 

acentuado da ingestão alimentar (Figura 4B) e da massa adiposa (Figura 4C). De fato, 

os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP) aumentaram a ingestão alimentar e a 

massa adiposa retroperitoneal dos ratos portadores de tumor, os quais são anoréxicos 

(Figura 4B) e apresentam depleção de massa adiposa (Figura 4C), para valores 

superiores aos dos ratos saudáveis. Corroborando nossos resultados, o tratamento com 

INS aumentou a ingestão alimentar e o ganho de massa adiposa e corporal em ratos 

portadores de vários tipos de tumor (MOLEY et al., 1985; MOLEY et al., 1988; BECK & 

TISDALE, 1989; COSTELLI et al., 1999). O aumento acentuado da massa adiposa dos 

ratos portadores de tumor pelo tratamento com INS condiz com as ações lipogênica e 

antilipolítica da INS (CARVALHEIRA et al., 2002; RUAN & LODISH, 2003).  

A anorexia no câncer tem sido atribuída a ação hipotalâmica de citocinas 

estimuladoras da via anorexigênica (TNF-α e IL-6) e inibidoras da via orexigênica (IL-1) 

(MARTIGNONI et al., 2003; ARGILÉS et al.,  2005; PATRA & ARORA, 2012). O 

mecanismo envolvido no aumento da ingestão alimentar pela INS nos ratos portadores 

de tumor é desconhecido, visto que encontra-se bem estabelecido que a INS é um 

hormônio anorexigênico (SCHWARTZ et al., 2000; CARVALHEIRA et al., 2001; FLIER, 

2004; VELLOSO, 2006). É possível que a hipoglicemia acentuada e sustentada, 

ocasionada pela administração diária de INS possa ter aumentado a ingestão alimentar 

nos ratos portadores de turmor (STEFFENS, 1969; MOZET et al., 1977; ARVANITI et 

al., 1998; JEONG et al., 2013), por ativação dos glicorreceptores localizados no 

hipotálamo, os quais são sensíveis aos níveis glicêmicos (KOEPPEN & STANTON, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0031938469901243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arvaniti%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9724056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jeong%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24396694
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2009). Diferentemente da INS, o tratamento com GDP acentuou a anorexia (Figura 4B) 

e este efeito pode ser devido a maior disponibilidade de glutamina, um precursor de 

GABA (BATTAGLIOLI & MARTIN, 1996; PATEL et al., 2001). Foi observado que a 

administração de GABA, glutamato ou outros aminoácidos no hipotálamo de ratos reduz 

a ingestão alimentar (PANKSEPP & BOOTH, 1971; PANKSEPP & MEEKER, 1980). Em 

consistência com a redução da ingestão alimentar, o tratamento com GDP acentuou a 

perda de massa corporal (Figura 4A) e não preveniu a perda de massa adiposa 

retroperitoneal (Figura 4C) dos ratos com tumor. 

A perda de massa adiposa em portadores de câncer é devida a ação do LMF e 

de citocinas (TNF-α, IL-6 e IL-1) que reduzem a lipogênese e estimulam a lipólise 

(BERG et al., 1994; ARNER, 1995; GORDON et al., 2005). Em nosso estudo, ratos 

portadores de tumor Walker-256 apresentaram aumento significativo do conteúdo de 

TNF-α (Figuras 5A), mas não de IL-6 (Figuras 5B), no tecido adiposo retroperitoneal e 

estes parâmetros não foram afetadas por nenhum dos tratamentos. Estudos prévios 

mostraram aumento da expressão de TNF-α e IL-6 no tecido adiposo retroperitoneal 

neste mesmo modelo experimental de câncer (LIRA et al., 2012).  

O LMF e as citocinas estimulam a lipólise por aumentar ou ativar proteínas como 

a perilipina, ATGL e LHS. Em nosso estudo ratos portadores de tumor apresentaram 

aumento do conteúdo de perilipina total (Figura 6A), ATGL (Figura 6B) e LHS (Figura 

6C). A ATGL e a LHS são as principais enzimas lipolíticas (lipases), as quais hidrolisam 

os triacilgliceróis em ácidos graxos e glicerol (LANGIN & ARNER, 2006; AGUSTSSON 

et al., 2007; JAWORSKI et al., 2007; DAS et al., 2011). As perilipinas são proteínas 

localizadas na superfície das gotílucas de gordura e formam uma barreira protetora 

contra a ação das lipases (ATGL e  LHS), prevenindo a degradação dos triacilgliceróis 

pelas ATGL e LHS em condições basais, ou seja, na ausência de estímulos, quando se 

encontram defosforiladas. As perilipinas precisam ser fosforiladas para que a ATGL e a 

LHS exerçam seus efeitos lipolíticos (SOUZA et al., 1998; BRASAEMLE et al., 2000; 

TANSEY et al., 2003). O LMF, por estimular a adenilcliclase, aumenta o AMPc 

intracelular (HIRAI et al., 1997), o qual ativa a proteína quinase A que fosforila a 

perilipina na superfície da gotícula de gordura, e também a LHS, estimulando a lipólise 

no tecido adiposo (KHAN & TISDALE, 1999; TISDALE, 2004; DUCHARME & BICKEL, 

2008). O TNF-α e a IL-6 também são capazes de ativar a LHS (ARNER, 1995). Foi 

verificado que o TNF-α aumentou a fosforilação da perilipina, por ativação da proteína 

quinase A (SOUZA et al., 2003) e diminuiu a transcrição de ATGL (KIM et al., 2006). 
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Além disso, o TNF-α interfere negativamente na via de sinalização da INS (KANETY et 

al., 1995; WARNE, 2003), diminuindo os efeitos inibitórios da INS sobre as enzimas 

lipolíticas.  

Em consistência com nossos achados, ratos portadores de tumor de Colon-26 

apresentaram aumento de ATGL (TSOLI et al., 2014) no tecido adiposo e ratos 

portadores de tumor Walker-256 apresentaram aumento do conteúdo de LHS (BATISTA 

et al., 2012), anormalidades que foram acompanhadas pela redução das massas 

adiposas. Além disso, pacientes com caquexia associada ao câncer apresentaram 

aumento do conteúdo de LHS e de seu RNAm no tecido adiposo (THOMPSON et al., 

1993; AGUSTSSON et al., 2007; CAO et al., 2010). Em outro estudo, foi observado 

aumento na atividade da ATGL e LHS no tecido adiposo de pacientes com câncer, 

alterações que foram acompanhadas de redução do índice de massa corpórea, 

sugerindo que o aumento na atividade das lipases está relacionado ao desenvolvimento 

da caquexia (DAS et al., 2011). 

Os tratamentos com INS (grupos INS e/ou INS+GDP), mas não com GDP, 

preveniram o aumento do conteúdo de ATGL e LHS (Figura 6), confirmando a função 

fisiológica de supressão da lipólise pela INS no tecido adiposo (CHAKRABARTI & 

KANDROR, 2011). A redução do conteúdo de ATGL e LHS  pela INS pode ser devida 

ao seu efeito regulador negativo na expressão da ATGL (KERSHAW et al., 2006; 

KRALISCH et al., 2005; KIM et al., 2006; CHAKRABARTI, et al., 2013) e LHS 

(MCTERNAN et al., 2002). Com relação à perilipina, ratos portadores de tumor tratados 

com INS (grupos INS e INS+GDP) apresentaram conteúdo de perilipina total similar ao 

dos ratos saudáveis, mas não significativamente menores que dos ratos com tumor não 

tratados. Vale ressaltar que os ratos tratados com INS (alta dose) apresentaram 

completa recuperação da ATGL (grupo INS), LHS (Figuras 6B e 6C) e da massa do 

tecido adiposo retroperitoneal (grupos INS e +INS+GDP) (Figura 4C), mesmo na 

presença de elevado conteúdo de TNF-α (Figura 5A). Em consistência, nós mostramos 

previamente que alta concentração de INS impediu a ação inibitória do TNF-α nos 

efeitos da INS no fígado (DA ROCHA et al., 2014).  

Ratos portadores de tumor apresentaram redução das massas dos músculos 

gastrocnêmio e EDL, porém aumento da massa do músculo sóleo (Figura 7). O 

aumento do sóleo provavelmente foi devido ao trabalho realizado por este músculo para 

sustentação e mobilidade do animal, já que o músculo sóleo avaliado foi o do flanco 

contralateral a localização do tumor. Os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP), 
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mas não com GDP, acentuaram a redução da massa do gastrocnêmio, EDL e sóleo dos 

animais com tumor (Figura 7), um efeito que não condiz com a ação anabólica e 

anticatabólica direta da INS, estimulando a síntese proteica e inibindo a proteólise 

muscular (CARVALHEIRA et al., 2002; RUAN & LODISH, 2003).  

A redução da massa muscular no câncer é causada por diversos fatores como o 

PIF, TNF-, IL-1 e IL-6 que ativam o sistema ubiquitina-proteossoma dependente de 

ATP e reduzem a síntese protéica muscular (HASSELGREN et al., 2002; ARGILÉS et 

al., 2003; GORDON et al., 2005; SAINI et al., 2006). A miostatina, um importante 

regulador negativo da massa muscular, produzida principalmente no músculo 

esquelético e liberada na circulação, parece também estar envolvida na depleção de 

massa muscular associada ao câncer (ELKINA et al., 2011). A inibição da miostatina 

melhorou a depleção de massa muscular em vários estudos com camundongos 

portadores de tumor (BENNY KLIMEK et al., 2010; ZHOU et al., 2010; BUSQUETS et 

al., 2012). Contudo, o conteúdo de miostatina (Figura 8A) no músculo gastrocnêmio dos 

ratos com tumor foi similar ao dos ratos saudáveis e não foi alterado pelos tratamentos 

com GDP, INS e INS+GDP. Porém, este resultado não exclui a participação da 

miostatina na depleção de massa muscular nos ratos com tumor, desde que foi 

observado aumento de sua concentração no sangue de portadores de câncer 

(COSTELLI et al., 2008).  

Sabe-se que a hipoglicemia induzida pela INS aumenta os glicocorticóides no 

sangue (cortisol e corticosterona) (DE FEO et al., 1989; BOYLE & CRYER, 1991), os 

quais são críticos para a correção da hipoglicemia de longo prazo (GREENWOOD et 

al., 1966; DE FEO et al., 1989; BOYLE & CRYER, 1991). Sabe-se também que o 

aumento prolongado de corticosterona estimula a proteólise e causa depleção de 

massa muscular (HASSELGREN et al., 2010; SCHAKMAN et al., 2013), e isto poderia 

ter contribuído para a maior perda de massa muscular nos ratos com tumor tratados 

com INS. Entretanto, ratos portadores de tumor, 4 horas depois do último tratamento 

com INS (INS e INS+GDP), não apresentaram aumento da concentração de 

corticosterona no sangue (Figura 8B) e nas fezes (Figura 8C).  

Portanto, o mecanismo pelo qual o tratamento com alta dose de INS acentuou a 

depleção de massa muscular nos ratos portadores de tumor necessita de investigações 

futuras. Contudo, parece que o efeito da INS na regulação da massa muscular 

esquelética ocorre principalmente por meio de alterações na degradação protéica e 

depende de sua concentração (HONORS & KINZIG, 2012). Enquanto concentrações 
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fisiológicas de INS suprimem a degradação protéica (CAHILL et al., 1972), sem afetar a 

síntese protéica (GELFAND &  BARRETT, 1987), concentrações suprafisiológicas de 

INS não tem efeito sobre a degradação proteíca, ou seja não inibem a acentuada 

proteólise que ocorre nos ratos portadores e tumor. 

 

Com relação aos resultados do ARTIGO 2, a maioria dos estudos foi realizada 

em ratos alimentados, 4 horas depois do último tratamento, com o propósito de 

visualizar, além dos efeitos crônicos, os efeitos de curto prazo da INS e/ou GDP, 

principalmente nas proteínas da via de sinalização da INS.  

A insulinemia dos ratos portadores de tumor, alimentados, foi menor do que dos 

ratos saudáveis (Figura 9). Esta redução, foi similar (aproximadamente 50%) a 

encontrada nos ratos com 24 horas de jejum (Figura 2), o que corrobora achados 

anteriores de que ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam baixos níveis de 

INS no sangue (FERNANDES et al., 1990; SALOMÃO et al., 2014). O GDP, 

administrado 4 horas antes dos experimentos, aumentou a insulinemia dos ratos com 

tumor para valores similares a dos ratos saudáveis (Figura 9), possivelmente por 

aumentar a disponibildade de aminoácidos (alanina e glutamina), os quais estimulam a 

secreção de INS (YANG et al., 2010; NEWSHOLME et al., 2014; BAUMGARD et al., 

2016). A glutamina também atua nas células β pancreáticas reforçando a secreção de 

INS estimulada por glicose (BRENNAN et al., 2003), além de regular a expressão de 

genes envolvidos na secreção de INS, incluindo canais iônicos e enzimas (CURI et al., 

2005). Como esperado, a administração de INS ou INS+GDP, 4 horas antes dos 

experimentos, aumentou acentuadamente a insulinemia dos ratos com tumor (Figura 9).  

 Ratos portadores de tumor, alimentados, apresentaram redução da glicemia 

(Figura 10) de modo similar ao observado nos animais com 24 horas de jejum (Figura 

3), o que está de acordo com nossos achados prévios de que ratos portadores de tumor 

Walker-256 apresentam baixos valores de glicose no sangue (CASSOLLA et al., 2012; 

DE MORAIS et al., 2012; MOREIRA et al., 2013; MIKSZA et al., 2013; DE SOUZA et al., 

2015a; DE SOUZA et al., 2015b). A administração aguda de GDP não alterou 

significativamente a glicemia, embora a glutamina seja usada como precursor 

neoglicogênico em ratos com tumor Walker 256 (CORBELLO-PEREIRA et al., 2004). Já 

os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP), 4 horas antes dos experimentos, 

reduziram acentuadamente a glicemia dos ratos portadores de tumor (Figura 10), o que 

está de acordo com o efeito hipoglicêmico da INS (LUNDSGAARD, 1939).  
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Ratos portadores de tumor apresentaram resistência à INS, como observado 

pela menor kITT (Figura 11B), e nenhum dos tratamentos preveniu esta redução da 

sensibilidade à INS. A resistência à INS no câncer tem sido associada ao aumento de 

TNF-α, IL-6 (SALOMÃO et al., 2014) e de ácidos graxos livres (CASSOLLA et al., 2012) 

no sangue e/ou tecidos, os quais prejudicam a via de transdução de sinal da INS 

(WARNE, 2003; CAPURSO & CAPURSO, 2012).  

Em nosso estudo, ratos portadores de tumor apresentaram aumento do conteúdo 

de TNF-α no tecido adiposo retroperitoneal (Figura 12A) e fígado (Figura 12C), mas não 

no músculo gastrocnêmio (Figuras 12B), e estas alterações não foram prevenidas por 

nenhum dos tratamentos. Estes resultados confirmam nossos achados anteriores de 

aumento do TNF-α no tecido adiposo (Figura 5A) e fígado (DE SOUZA et al., 2015b) de 

ratos portadores de tumor Walker-256. Sabe-se que o TNF-α, por ativação de serinas 

quinases, diminui a fosforilação em tirosina do IRS-1 (KANETY et al., 1995; WARNE, 

2003) e consequentemente a fosforilação da Akt, diminuindo a translocação do 

transportador de glicose GLUT-4 para a membrana plasmática (YOSHIKAWA et al., 

1999; KANE et al., 2002; SANO et al., 2003; FAKUDA, 2011), resultando em redução 

da captação periférica de glicose.  

Em consistência com este efeito do TNF-α, ratos portadores de tumor 

apresentaram menor relação p-Akt:Akt total no tecido adiposo retroperitoneal (Figura 

13C), indicando menor fosforilação da Akt, o que resulta em menor translocação de 

GLUT-4 e menor captação de glicose pelo tecido adiposo, corroborando com a menor 

resposta à INS observada durante o ITT (Figura 11). Os tratamentos com INS (grupos 

INS e INS+GDP), 4 horas antes dos experimentos, mas não com GDP, aumentaram 

acentuadamente o conteúdo de p-Akt (Figura 13B) e a relação p-Akt:Akt total (Figura 

13C) no tecido adiposo retroperitoneal dos ratos com tumor. Esta fosforilação 

aumentada da Akt pelo tratamento com altas doses de INS (grupos INS e INS+GDP) é 

consistente com a acentuada redução da glicemia (Figura 10), aumento da massa 

adiposa (Figura 4C) e redução das lipases ATGL (Figura 6B) e LHS (Figura 6C) no 

tecido adiposo retroperitoneal dos ratos portadores de tumor resistentes à INS. De fato, 

altas doses de INS podem atenuar a redução da sensibilidade à INS induzida por 

fatores causadores da resistência à INS, como o TNF-α (DA ROCHA et al., 2014). Foi 

observado que concentrações suprafisiológicas de INS, como ocorre na 

hiperinsulinemia compensatória durante a resistência à INS associada à obesidade e ao 

diabetes tipo 2, podem sobrepor os efeitos inibitórios dos fatores indutores de 
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resistência à INS, nas ações da INS (LIANG et al., 2008; HOTAMISLIGIL et al., 1994). 

Diferentemente do tecido adiposo retroperitoneal, a relação p-Akt:Akt total 

(Figura 14C) no músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor não diferiu dos 

ratos saudáveis, evidenciando que a fosforilação da Akt neste tecido não está alterada. 

Em consistência com os resultados da p-Akt, o conteúdo de GLUT-4 na membrana 

plasmática (Figura 15B) do músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor 

também não foi alterado. Embora este resultado sugira ausência de resistência à INS 

no gastrocnêmio, é preciso considerar que este músculo foi submetido a uma 

sobrecarga compensatória, pela incapacidade de uso do membro contralateral para 

sustentação e locomoção, devido a presença do tumor. Sabe-se, por exemplo, que a 

hipertrofia compensatória do músculo resulta em aumento na p-Akt (BODINE et al., 

2001). A sobrecarga compensatória poderia, em hipótese, ter induzido a fosforilação da 

Akt no gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor e consequentemente ter estimulado 

a translocação de GLUT-4 para a membrana plasmática.  

Os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP), mas não com GDP, 

aumentaram o conteúdo de p-Akt (Figura 14B) e a relação p-Akt:Akt total (Figura 14C) 

no músculo gastrocnêmio dos ratos portadores de tumor, como ocorreu no tecido 

adiposo retroperitoneal. Contudo, apesar dos tratamentos com INS (grupos INS e 

INS+GDP) terem aumentado a fosforilação da Akt, nenhum dos tramentos aumentou o 

conteúdo de GLUT-4 na membrana plasmática (Figura 15C) e isto pode ser porque no 

estado alimentado a maior parte do GLUT-4 já foi translocada para a membrana 

plasmática. 

 Os tratamentos com GDP (grupos GDP e INS+GDP) aumentaram 

acentuadamente a expressão de RNAm do GLUT-4 (Figura 15C) dos ratos portadores 

de tumor. O gene do GLUT-4 parece ser regulado negativamente pelo NF-κB (fator 

nuclear kB) (RUAN et al., 2002; SILVA et al., 2005), o qual é ativado pela IKKB (IκB 

quinase subunit β), e foi observado que o tratamento com glutamina reduziu a atividade 

da IKKB no músculo de ratos com obesidade induzida por dieta rica em lipídeos 

(PRADA et al., 2007). Uma redução na atividade da IKKB pelo tratamento com 

glutamina, pode diminuir a ativação do NF-κB e consequentemente o seu efeito 

inibitório sobre a expressão do gene do GLUT-4, aumentando o RNAm do GLUT-4. 

 No fígado, os conteúdos de Akt total (Figura 16A), p-Akt (Figura 16B) e a 

relação p-Akt:Akt total (Figura 16C) não foram alterados pela presença do tumor, 

apesar das quantidades aumentadas de TNF-α hepático (Figura 12C). Estes 
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parâmetros hepáticos não foram afetados por nenhum dos tratamentos. A falta de efeito 

dos tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP) em aumentar a fosforilação da Akt 

no fígado, como fez no tecido adiposo retroperitoneal e músculo gastrocnêmio, onde as 

avaliações foram realizadas 4 horas depois do último tratamento (Figuras 13 e 14), 

possivelmente se deve ao fato que neste caso os experimentos foram realizados 40 

horas depois da administração de INS, momento em que a concentração plasmática de 

INS nestes animais estava baixa, semelhante a dos ratos com tumor que não 

receberam INS (Figura 2). 

Finalmente, ratos portadores de tumor apresentaram redução da glicólise a partir 

da glicose infundida no fígado (glicose exógena) e os tratamentos com GDP, INS ou 

INS+GDP não tiveram efeito sobre este parâmetro (Figura 17). No entanto, não houve 

redução da glicólise a partir da glicose endógena, ou seja da glicose proveniente do 

glicogênio hepático, como visualmente observado pelas taxas glicolíticas basais entre 0 

e 10 minutos, antes da infusão de glicose no fígado (Figura 17A). Esta redução da 

glicólise a partir da glicose exógena, mas não a partir da glicose endógena, parece 

estar relacionada com a menor atividade da glicoquinase observada nos ratos 

portadores de tumor (VICENTINO et al., 2002). A glicoquinase fosforila a glicose assim 

que esta entra no hepatócito, favorecendo a captação de glicose pelo fígado e 

consequentemente sua metabolização (glicólise). Sabe-se que a INS, por ativar a 

quicoquinase, aumenta indiretamente a captação de glicose no fígado dos ratos 

saudáveis, reduzindo a glicemia. Portanto, a inibição da quicoquinase nos ratos 

portadores de tumor, a qual reduz a captação de glicose pelo fígado, pode ter 

contribuído para a menor resposta periférica a INS (kITT) encontrada nestes animais 

(Figura 11), além, é claro, da resistência a INS observada no tecido adiposo (Figura 

13C).  
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6 CONCLUSÃO  

 

Em síntese, os resultados deste estudo mostram que: 

 

1. Os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP), mas não com GDP, de modo 

similar, preveniram completamente a perda de massa do tecido adiposo retroperitonial e 

preveniram a perda de massa corporal (60%) dos ratos portadores de tumor, sem 

reduzirem o aumentado conteúdo de TNF-α no tecido adiposo retroperitonial e sem 

afetarem o crescimento tumoral. Estes efeitos benéficos dos tratamentos podem ser 

atribuídos a redução do conteúdo de lipases (ATGL e LHS), as quais estão aumentadas 

no tecido adiposo, e ao aumento da ingestão alimentar dos ratos portadores de tumor 

anoréxicos. Além disso, os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP), mas não 

com GDP, de modo similar, preveniram a hiperlactatemia, porém acentuaram a 

hipoglicemia, a hipertriacilglicerolemia e a perda de massa muscular dos ratos 

portadores de tumor (ARTIGO 1).  

 

2. Os tratamentos com INS (grupos INS e INS+GDP), mas não com GDP, de modo 

similar, promoveram aumento acentuado da insulinemia, redução acentuada da 

glicemia e preveniram completamente a redução da fosforilação da Akt no tecido 

adiposo retroperitoneal, como mostrado pela elevada relação p-Akt:Akt total, a qual está 

reduzida nos ratos portadores de tumor. Já os tratamentos com GDP e GDP+INS 

aumentaram, de modo similar, a expressão do RNAm do GLUT-4 no músculo 

gastrocnêmio, mas não aumentaram o conteúdo de GLUT-4 na membrana plasmática 

neste tecido. Contudo, os tratamentos com GDP, INS e INS+GDP, não reduziram a 

resistência a INS, o aumentado conteúdo de TNF-α no tecido adiposo retroperitonial e 

fígado e nem a redução da glicólise hepática, a partir da glicose exógena, dos ratos 

portadores de tumor (ARTIGO 2).  

 
 

Pode ser concluído que os tratamentos com INS e INS+GDP, mas não com 

GDP, reduziram algumas anormalidades metabólicas presentes nos ratos portadores de 

tumor Walker-256, como a perda de massa adiposa e corpórea, sem reduzir o 

crescimento tumoral. Estes efeitos podem ser atribuídos ao aumento induzido pela INS 

na fosforilação da Akt, a qual está reduzida no tecido adiposo, e a consequente redução 

do conteúdo de lipases (ATGL e LHS), as quais estão aumentadas no tecido adiposo, e 

ao aumento da ingestão alimentar. Contudo, os tratamentos com INS e INS+GDP, e 

também com GDP, acentuaram ou não tiveram efeitos em outras anormalidades 

induzidas pelo tumor Walker-256. 
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