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SOUZA, Camila Oliveira de. Efeito do celecoxibe e do ibuprofeno no desenvolvimento
tumoral e em varias alteragfes metabdlicas induzidas pelo tumor Walker-256 em
ratos. 2013. 76 f. Dissertacao (Mestre em Ciéncias Fisiologicas) - Londrina, 2013.

RESUMO

Alguns anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) reduzem o crescimento tumoral e
algumas alteragcdes metabdlicas da caquexia do cancer. O efeito antitumoral dos AINES
sao atribuidos a inibigdo da ciclooxigenase 2 (COX2) e prostaglandina E, (PGE;) ou a
mecanismos independentes da inibicdo desta via. Ja os efeitos benéficos dos AINES
nas alteracées metabdlicas da caquexia do cancer parecem ser decorrentes da reducao
do crescimento tumoral e/ou da sintese de prostaglandinas. O propésito deste trabalho
foi investigar o efeito dos AINES, celecoxibe (inibidor seletivo da COX2) ou ibuprofeno
(inibidor da COX1 e COX2), no desenvolvimento tumoral e em varias alteragbes
metabdlicas induzidas pelo tumor Walker-256 em ratos. O celecoxibe (25 mg/Kg) ou
ibuprofeno (25 mg/Kg) foi administrado por via oral, uma vez ao dia, iniciando no mesmo
dia em que as células tumorais Walker-256 foram inoculadas nos ratos. Apos 12 dias de
tratamento, o crescimento tumoral, a area de necrose do tumor, os sinais de apoptose
das células Walker-256, a ingestao alimentar, massa corporal, massa do tecido adiposo
retroperitoneal, massa do musculo gastrocnémio e extensor digital longo, as
concentragdes plasmaticas de triacilglicerol, lactato, ureia e glicose, a resposta periférica
a insulina, a glicdlise e neoglicogénese hepatica, o infiltrado leucocitario no figado e a
concentragcdo hepatica de adenosina trifosfato (ATP) foram investigados. A resposta
periférica a insulina foi avaliada pelo teste de tolerdncia a insulina, a glicdlise e
neoglicogénese em perfusdo de figado in situ. O tratamento com celecoxibe reduziu o
crescimento do tumor Walker 256, aumentou a area de necrose do tumor e os sinais de
apoptose das células Walker-256. O tratamento com celecoxibe também reduziu a
perda de massa corporal, tecido adiposo retroperitoneal, musculo gastrocnémio e
extensor digital longo, os niveis plasmaticos elevados de triacilglicerol, ureia e lactato, a
inibicdo da resposta periférica a insulina e da glicolise hepatica e o aumento do infiltrado
leucocitario no figado de ratos portadores de tumor, mas nao teve efeito na redugéo da
ingestdo alimentar e glicemia induzida pelo tumor Walker-256. Em contraste, o
tratamento com ibuprofeno n&o reduziu o crescimento tumoral e nem melhorou nenhum
destes parametros afetados pelo tumor Walker-256. Além disso, tanto o celecoxibe
como o ibuprofeno reverteram a inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina, piruvato
e lactato e aumentaram a concentracéo de ATP no figado de ratos portadores de tumor
Walker-256. Pode ser concluido que o celecoxibe, mas nao o ibuprofeno, reduziu o
crescimento tumoral e melhorou varios parametros metabdlicos afetados pelo tumor
Walker-256, sugerindo que o efeito antitumoral do celecoxibe foi mediado por
mecanismos independentes da inibicdo de COX2 e PGE,, e seu efeito nas alteracdes
metabdlicas ocorreram por reducdo do crescimento tumoral e ndo por inibicdo da
sintese de PGE,. Além disso, o celecoxibe e ibuprofeno reverteram a inibicdo da
neoglicogénese hepatica, independente de seus efeitos no crescimento tumoral,
demonstrando o papel central das prostaglandinas na inibigdo da neoglicogénese em
ratos portadores de tumor Walker-256.

Palavras-chave: Céancer. Caquexia. Protaglandinas. Anti-inflamatérios  néo
esteroidais. Alteragdes metabdlicas. Perfusao de figado.



SOUZA, Camila Oliveira de. Celecoxib and ibuprofen effect on tumor
development and various metabolic changes induced by tumor-256 in rats.
2013. 76 p. (Dissertation) Masters in Physiological Sciences - Londrina, 2013.

ABSTRACT

Some anti-inflammatory drugs (NSAIDs) reduce tumor growth and some metabolic
changes in cancer cachexia. The NSAIDs antitumor effect is attributed to
cyclooxygenase 2 (COX2) and prostaglandin E; (PGE2) inhibition, or independents
mechanisms of this pathway inhibition. The AINES benefics effects on metabolic
changes seem to be due tumor growth reduction and/or prostaglandins synthesis
reduction. This study purpose was to investigate the NSAIDs, celecoxib (selective
COX2 inhibitor) or ibuprofen (COX1 and COX2 inhibitor) effects on tumor
development and various metabolic changes induced by Walker-256 tumor in rats.
Celecoxib (25 mg/kg) or ibuprofen (25 mg/kg) was administered orally, once a day,
beginning at same day on which Walker-256 tumor cells were inoculated in rats. After
12 days of treatment, tumor growth, tumor necrosis area, cells Walker-256 apoptosis
signals, food intake, body weight, retroperitoneal adipose tissue mass,
gastrocnemius muscle mass, long digital extensor muscle mass, triacylglycerol,
lactate, urea and glucose plasma concentrations, peripheral insulin response,
gluconeogenesis, glycolysis, leukocyte infiltrate and adenosine triphosphate (ATP)
concentrations in liver were investigated. The peripheral insulin response was
evaluated by insulin tolerance test, glycolysis and gluconeogenesis in situ liver
perfusion. The celecoxib treatment reduced Walker-256 tumor development,
increased tumor necrosis area and Walker-256 cells apoptosis signals. Celecoxib
treatment also reduced the loss of body mass, retroperitoneal adipose tissue mass,
gastrocnemius muscle and long digital extensor muscle mass, the triacylglycerol,
urea and lactate high plasma levels, the peripheral response to insulin and hepatic
glycolysis inhibition, and the increased leukocyte infiltrate in Walker-256 tumor-
bearing rats liver, but had no effect on food intake and blood glucose levels reduced
by tumor. In contrast, ibuprofen treatment doesn’t reduced tumor development or
improved any of these parameters affected by Walker-256 tumor. Furthermore, both
celecoxib and ibuprofen reversed gluconeogenesis from alanine, pyruvate and
lactate inhibition, increased ATP concentration reduced in Walker -256 tumor-bearing
rats liver. It can be concluded that celecoxib, but not ibuprofen, reduced tumor
development and improved several metabolic parameters affected by tumor Walker-
256, suggesting that celecoxib antitumoral effect was mediated by COX2 and PGE,
inhibition independent mechanisms and their effects on metabolic changes occurred
by tumor growth reduction rather than PGE2 synthesis inhibition. In addition,
celecoxib and ibuprofen reversed the hepatic gluconeogenesis inhibition,
independently of their effects on tumor growth, demonstrating the prostaglandins
central role in gluconeogenesis inhibition on Walker-256 tumor-bearing rats.

Key words: Cancer. Cachexia. Prostaglandins. Non-steroidal anti-inflammatory.
Metabolic changes. Liver perfusion.
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1. INTRODUCAO

A incidéncia mundial de neoplasias vem crescendo ao longo dos anos.
Em 2008, foram atribuidos quase 8 milhdes de obitos por cancer e estimativas da
organizagdo mundial da saude (WHO, 2013) apontam que ocorrerdao cerca de 13
milhdes de mortes por cancer em 2030. Décadas atras foi proposto que o
crescimento tumoral ndo era o unico responsavel por estes 6bitos (BRENNAN,
1981). Atualmente, cerca de 40% das mortes ocorridas em pacientes com céncer
sdo atribuidas as complicagbes decorrentes da sindrome caquética (TISDALE,
2010).

A caquexia € definida como uma sindrome metabdlica complexa
associada a uma doenca crbnica e caracterizada por perda de massa muscular com
ou sem perda de massa adiposa, frequentemente associada com anorexia,
inflamacado e resisténcia insulinica (EVANS et al.,, 2008). Esta sindrome é
caracterizada também por outras anormalidades no metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipideos (TISDALE, 2009).

As alteracbes metabdlicas observadas na caquexia associada ao
cancer resultam de complexas interagbes entre o tumor e o hospedeiro
(SKIPWORTH et al., 2007). Fatores produzidos pelas células neoplasicas e células
do hospedeiro, em resposta a presenca do tumor, desempenham papel importante
no desenvolvimento da caquexia e nas alteragdes metabdlicas observadas nesta
sindrome, e por essa razao sao denominados de mediadores da caquexia
(TISDALE, 2005).

Os mediadores da caquexia atuam em multiplos alvos, como
adipocitos, midcitos, hepatdcitos, medula éssea, células endoteliais e neurbnios,
induzindo uma complexa cascata de respostas bioldgicas que culminam em
progressiva perda de peso, anorexia, anemia, astenia, deplegdo de estoque de
lipideos, severa perda protéica do musculo esquelético, resisténcia a insulina e
varias outras alteragdes metabdlicas (TISDALE, 2009).

Dentre os mediadores da caquexia produzidos pelas células tumorais
encontram-se o fator mobilizador de lipideos (LMF), que estimula a lipdlise e

degrada diretamente o tecido adiposo, e o fator indutor de protedlise (PIF), que induz
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a protedlise no musculo esquelético e reduz a sintese proteica muscular (TISDALE,
2010).

Outras moléculas consideradas mediadoras da caquexia, produzidas
pelo tumor ou liberadas por células do sistema imune em resposta a presenca do
tumor, séo as citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral a (TNFa)
e as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) (TISDALE, 2010). Estudos mostraram que a
administracao isolada ou combinada de TNFaq, IL-6 e IL-1 reproduziram a sindrome
anorexia-caquexia observada no cancer (INUI, 2002).

O TNFa é a principal citocina responsavel pela deplecdo do tecido
adiposo (WARNE, 2003) e parece estimular a protedlise do musculo esquelético
(ARGILES et al., 2006) e reduzir a ingestdo de alimentos (ARRUDA et al., 2010).
Adicionalmente, por interferir diretamente na cascata de sinalizagdo da insulina
(KANETY et al.,, 1995; WARNE, 2003), o TNFa reduz a transmissao do sinal
insulinico (ZHANG et al., 2007) e consequentemente os efeitos da insulina, podendo
contribuir para a resisténcia insulinica e o aumento do catabolismo em portadores de
cancer (HONORS & KINZIG, 2012). Ja a IL-6 é apontada como a principal promotora
do catabolismo muscular (BONETTO et al., 2011; CARSON & BALTGALVIS, 2011)
e esta citocina também esta relacionada a redugao da ingestao alimentar (Ramos et
al., 2004) e a resisténcia insulinica na caquexia do cancer (TISDALE, 2005). Da
mesma forma que o TNFa e a IL-6, a IL-1 reduz a ingest&do alimentar e parece ser a
principal citocina relacionada ao desenvolvimento da anorexia associada ao cancer
(PATRA & ARORA, 2012).

As citocinas também parecem estar envolvidas nas alteragoes
metabdlicas hepaticas em portadores de cancer. A administragdo isolada ou
combinada de TNF-a e IL-18 em baixas doses (10 pg/Kg) inibiu a neoglicogénese
hepatica a partir da alanina (KELMER-BRACHT et al., 2006). Em concordancia, um
estudo de nosso laboratorio mostrou que a administragdo de TNFa (10 ng/Kg) inibiu
a neoglicogénese a partir da alanina e do lactato, porém, ndo a partir da glutamina
ou do glicerol (DA ROCHA et al., 2013). Além disso, o TNFa, a IL-6 e IL-13 parecem
reduzir a atividade de enzimas chave da via neoglicogénica, como a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e piruvato carboxilase (QUAAS et al.,
2005; KELMER-BRACHT et al., 2006; FEINGOLD et al., 2012). Contudo, ndo ha

consenso na literatura sobre o efeito das citocinas na neoglicogénese nos
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portadores de cancer, pois em altas doses o TNF-a (150 ug/Kg) aumentou a
neoglicogénese a partir da alanina (BLUMBERG et al.,, 1996), e in vitro a IL-6
aumentou a neoglicogénese de maneira dose dependente (BLUMBERG et al.,
1995). Assim, esses relatos permitem inferir que o efeito das citocinas na
neoglicogénese parece depender da sua concentragédo, a qual nos portadores de
cancer pode variar com o estagio de desenvolvimento do tumor, tamanho e tipo de
tumor.

Embora o LMF, PIF, TNFaq, IL-1 e IL-6 parecem ser os principais
mediadores dos disturbios metabdlicos em portadores de cancer, é possivel que as
prostaglandinas, principalmente a prostaglandina E, (PGE>), a qual estd aumentada
no plasma e tecido tumoral de ratos portadores de tumor Yoshida (TESSITORE et
al., 1993) e Walker-256 (SIDDIQUI & WILLIAMS, 1989), possam desempenhar
algum papel no desenvolvimento das alteragdes metabdlicas e da caquexia do
cancer (SIDDIQUI & WILLIAMS, 1989; TESSITORE et al., 1993; ROSS & FEARON,
2002; DAVIS et al., 2004).

A biossintese de prostaglandinas ocorre em diversos tecidos e se
inicia quando a membrana celular é ativada, dentre outros, por estimulos
inflamatdrios e citocinas, ativando a enzima chave do processo, a cicloxigenase
(COX), a qual possui duas isoformas: a cicloxigenase 1 (COX1) e a cicloxigenase 2
(COX2). A COX1 é uma enzima constitutiva, presente em praticamente todos os
tipos celulares e responsavel pela sintese basal de prostaglandina, enquanto a
COX2 é a isoforma induzida pelo processo inflamatoério, e por esta razdo esta
diretamente relacionada a sintese de PGE2, uma prostaglandina com carater pré-
inflamatdrio (FUNK, 2001).

A PGE; aumenta a expressdo de citocinas pro-inflamatérias
mediadoras da caquexia (TNFa, IL-1 e IL-6) (ROSS & FEARON, 2002; WANG &
DUBOIS, 2010; WANG et al., 2011), estimula a lipdlise (KOLDITZ & LANGIN, 2010)
e a protedlise (ATTAIX et al., 1999), degradando o tecido adiposo e muscular
esquelético. A PGE; também reduz a ingestéo alimentar (LEVINE & MORLEY, 1981)
e diminui a liberacdo e a sinalizagdo da insulina (ROBERTSON et al.,, 1987;
SEAQUIST et al.,, 1989; LIU et al., 2009; TIAN et al., 2011).

Além destes efeitos catabdlicos, a PGE, favorece o desenvolvimento
de tumores, pois ativa a via de sinalizagdo proteina cinase B (Akt ou PKB)/fator

nuclear kappa B (NFkB), que estimula a proliferagdo e inibe a apoptose de células
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tumorais (WANG & DUBOIS, 2010; WANG et al.,, 2011), induz fatores angiogénicos
(PAI et al., 2001; CIANCHI et al., 2004) e estimula a migracao de células tumorais,
contribuindo para o aparecimento de metastases (ATTIGA et al., 2000; SHENG et
al., 2001).

Em concordéncia com estes efeitos da PGE;, estudos mostraram que
alguns anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), os quais diminuem a sintese de
prostaglandinas por inibirem a COX1 e/ou COX2, reduziram o crescimento de varios
tipos de tumores e amenizaram algumas alteracbes metabdlicas da caquexia do
cancer (HOMEM-DE-BITTENCOURT et al., 1989; DAVIS et al., 2004; ACCO et al.,
2007; GAO et al., 2010).

O celecoxibe, por exemplo, um AINEs disponivel em farmacias e
amplamente utilizado, diminuiu o crescimento de varios tipos de tumores por inibir de
modo altamente seletivo a COX-2 e a sintese de PGE, (DAVIS et al., 2004; GAO et
al., 2010). Além disso, o celecoxibe reduziu o crescimento de outros tipos de
tumores por acdes pro-apoptoticas especificas, independente da inibicdo da via
COX2/PGE, (KARDOSH et al., 2005; GROSH et al., 2006; BASTOS-PEREIRA et
al., 2010; BARLOW et al., 2012).

Em contraste ao efeito antitumoral bem estabelecido do celecoxibe, o
efeito do ibuprofeno, um AINEs inibidor da COX1 e COX2, no crescimento de
tumores € controverso. Ha estudos mostrando que o ibuprofeno diminuiu o
crescimento de alguns tipos de tumores (ANDREWS et al., 2002; QUANN et al,
2007), porém nao teve efeito sobre o crescimento de outros tipos de canceres
(McCARTHY, 1999; LI et al., 2009).

Estudos do nosso laboratério mostraram que ratos portadores de tumor
Walker-256 apresentam, além dos sinais caracteristicos da sindrome da caquexia,
como anorexia, perda de peso e redugao da massa muscular e adiposa, uma série
de alteragbes metabdlicas, dentre as quais se encontram: redugéo da glicemia e do
conteudo de glicogénio hepatico; aumento do triacilglicerol, acidos graxos livres,
lactato e ureia plasmaticos; reducao da glicolise e neoglicogénese hepatica a partir
da alanina, piruvato e lactato; diminuicdo da resposta hepatica ao AMPc (adenosina
monofosfato ciclico) no catabolismo do glicogénio e na glicolise e diminuicdo da
resposta periférica a insulina, sugerindo resisténcia periférica a esse hormoénio
(CASSOLLA et al., 2011; MORAIS et al., 2012; MOREIRA et al., 2013).
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Diante dos disturbios metabdlicos encontrados em ratos portadores de
tumor Walker-256, do aumento da PGE, no cancer, dos efeitos catabdlicos e
tumorigénicos da PGE,, e considerando que o efeito do ibuprofeno no crescimento
tumoral €& controverso e que os efeitos do celecoxibe e ibuprofeno em varias
alteracbes metabdlicas associadas a caquexia do cancer ainda nao foram

investigados seguem os objetivos do presente trabalho.



Objetivas
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Avaliar o efeito do celecoxibe ou ibuprofeno no desenvolvimento
tumoral e em varios parametros metabdlicos afetados pelo tumor Walker-256 em

ratos.

2.2. Especificos
Avaliar, em ratos portadores de tumor Walker-256, o efeito do

celecoxibe ou ibuprofeno sobre:

e Crescimento tumoral, necrose do tumor e apoptose das células Walker-256;

e Parametros relacionados a anorexia (ingestdo alimentar) e caquexia (massa

corporal, adiposa e muscular);
e Parametros metabdlicos plasmaticos (triacilglicerol, uréia, lactato e glicose);
e Resposta periférica a insulina;
e Glicdlise hepatica a partir da glicose exdgena;
¢ Numero de leucécitos aderidos a veia porta ou infiltrados no parénquima hepatico;
¢ Neoglicogénese hepatica a partir da alanina, piruvato e lactato;

e Concentracéo hepatica de adenosina trifosfato (ATP).



Matersial e Métodas
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Drogas

O celecoxibe (celebra®) foi adquirido da Pfizer (Guarulhos, Brasil) e o
ibuprofeno da Medley (Campinas, Brasil). A insulina regular foi obtida da Eli Lilly (Rio
de Janeiro, Brasil) e os sais do liquido de perfusao, os precursores neoglicogénicos
e os demais reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co (St. Louis, Estados

Unidos), Merck (Darmstadt, Alemanha) e Reagen (Rio de Janeiro, Brasil).

3.2. Animais

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

Os experimentos foram sempre iniciados no mesmo horario para
minimizar variagdes circadianas. Para a analise de cada parametro foram utilizados

de 5 a 30 animais por grupo, nos seguintes grupos:

e Grupo saudavel: ratos saudaveis submetidos a administracdo oral diaria de agua
por 12 dias.

e Grupo Walker-256 (WK): ratos portadores de tumor Walker-256, submetidos a
administragao oral diaria de agua por 12 dias.

e Grupo Walker-256 tratado com celecoxibe (WK+celecoxibe): ratos portadores de
tumor Walker-256, submetidos a administracdo oral diaria de celecoxibe por 12
dias.

e Grupo Walker-256 tratado com ibuprofeno (WK+ibuprofeno): ratos portadores de
tumor Walker-256, submetidos a administragcao oral diaria de ibuprofeno por 12

dias.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEEA/UEL), n° de
registro 7801.
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3.3. Implantagéo do tumor Walker-256

O tumor Walker-256 € um carcinossarcoma mamario de origem
espontanea em ratas prenhes (AGOSTINO & CLIFFTON, 1967). Este tumor
apresenta crescimento rapido e é capaz de se desenvolver na forma sodlida ou
ascitica (CALDAROLA et al., 1968). A implatagdo do tumor Walker-256 &
considerada um modelo adequado para estudar a sindrome anorexia/caquexia
(GUAITANI et al., 1982), ja que em curto espago de tempo verifica-se redugdo no
peso do animal, anorexia e catabolismo acentuado de proteinas, lipideos e
carboidratos (CASSOLLA et al., 2011; MORAIS et al.,, 2012). Apdés 14 dias da
implantacédo, a massa tumoral pode representar uma fragdo consideravel da massa
corporal do animal e sua morte ocorre apés este periodo (VICENTINO et al., 2002).

Neste trabalho, células Walker-256 foram mantidas através de
passagens semanais por inoculagdo asséptica intraperitoneal de 1,0 Xx 10°
células/animal. Apos sete dias de crescimento ascitico, os animais, anestesiados
com éter etilico, foram eutanasiados por deslocamento cervical e o exsudato
peritoneal foi retirado e submetido centrifugagao diferencial a 4°C, para obtencgéo
das células tumorais. As células tumorais foram ressuspensas em PBS (tampéo
fosfato 16,5 mM, contento NaCl 137 mM e KCI 2,7 mM), pH 7,4, e sua viabilidade
foi avaliada pelo método de exclusdo do azul de tripan em cadmara de Neubauer.

Os ratos portadores de tumor (grupos WK, WK+celecoxibe e
WK-+ibuprofeno) foram inoculados com 8,0 x 107 células tumorais viaveis/animal,
subcutaneamente, no flanco direito traseiro. No grupo saudavel, foi inoculado PBS
no mesmo local. Para este procedimento os animais foram previamente

anestesiados com éter etilico.

3.4. Protocolo de tratamento

Ratos portadores de tumor Walker-256 foram tratados por via oral, uma
vez ao dia (9:00 horas), durante 12 dias, iniciando no dia da inoculag&o das células
tumorais, com 25 mg/Kg de celecoxibe ou 25 mg/Kg de ibuprofeno. O celecoxibe e
ibuprofeno foram diariamente diluidos em agua e os protocolos de tratamento, bem
como as doses destes farmacos foram baseadas em estudos prévios (HOMEM-DE-
BITTENCOURT et al., 1989; ACCO et al., 2007; BASTOS-PEREIRA et al., 2010).
Ratos controle portadores de tumor Walker-256 ou saudaveis (sem tumor)

receberam agua no lugar de celecoxibe ou ibuprofeno.
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Em todos os experimentos, exceto naqueles onde a ingestdo alimentar
foi avaliada, os animais foram submetidos a 24 horas de privacdo alimentar, para
prevenir a influéncia da anorexia e do menor conteudo de glicogénio hepatico
presente nos ratos portadores de tumor, nos parametros avaliados.

Os experimentos foram realizados 12 dias apds o inicio dos
tratamentos, uma vez que ratos portadores de tumor Walker-256 sobrevivem em
média 14 dias. Assim, apds 12 dias de tratamento com agua (grupo saudavel e
grupo WHK), celecoxibe (grupo WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (grupo

WK+ibuprofeno), os animais foram submetidos aos experimentos descritos a seguir.

3.5. Avaliagcdo do crescimento tumoral, necrose do tumor e apoptose de
células Walker-256

Para avaliacdo do crescimento tumoral, os tumores foram
cuidadosamente retirados dos animais e pesados.

Para avaliacdo da area de necrose do tumor e apoptose das células
tumorais foi realizada uma analise morfométrica. Para esta avaliacdo os tumores
foram retirados, lavados em PBS, seccionados por meio de cortes transversais de
5 mm de espessura e as fatias centrais foram fixadas em solugdo de Bouin aquoso
(75 ml de solugédo aquosa de acido picrico, 25 mL de formol (40%) e 5 mL de acido
acético glacial), por 24 horas. Apds este periodo, as fatias foram lavadas varias
vezes em etanol 70% e armazenadas em alcool 70%. Posteriormente, as fatias
foram submetidas a sucessivos banhos em etanol 70%, 90%, 95%, até o etanol
absoluto, com intervalos de 30 minutos entre cada banho, seguido por um banho em
mistura homogénea de etanol e xilol por 30 minutos e trés banhos de xilol com
duragcdo de 20 minutos cada. Por fim, as fatias foram impregnadas em paraplast
(58°C, por 3 horas) e foram emblocadas. Os blocos foram submetidos a microtomia,
com cortes consecutivos de 5,0 um de espessura, e foram confeccionadas 5 laminas
de cada bloco, resultando em 20 a 30 Iaminas por grupo de animais. As laminas com
os cortes histolégicos foram desparafinizadas com xilol, hidratadas em banhos
decrescentes de etanol (100 a 70%) e agua destilada, coradas com hematoxilina de
Harris por 1 minuto, lavadas em agua corrente, e coradas com eosina durante 1
minuto (BEAUTLER et al., 1995). Apds a coloragéo, as laminas foram novamente
lavadas com agua destilada, desidratadas em solugdo crescente de etanol (70 a

100%) e diafanizadas, primeiramente em alcool e xilol e posteriormente em xilol.



25

Ao final da preparacéo, foi feita a documentacgao fotografica utilizando o
sistema de captura de imagens Moticam (Motic, Xiamen, China) acoplado ao
microscopio de luz. As imagens foram posteriormente analisadas no software Motic
Image Plus 2.0 (Motic, Xiamen, China) no Laboratério de Histologia da Universidade
Estadual de Londrina. Para cada lamina foram capturadas 2 fotos, nas quais foram
determinadas, por avaliagdo morfométrica, a area de necrose (aumento de 100X) e
a quantidade de sinais de apoptose, como fragmentagdo da heterocromatina,
indefinicdo de contornos celulares e nucleos em processo de destruicdo (aumento
de 400X).

3.6. Avaliacdo da anorexia, caquexia e de parametros metabdlicos
plasmaticos

Para a avaliagdo da ingestdo alimentar, no 10° dia apds a inoculagdo
das células tumorais ou PBS (ratos saudaveis), os ratos foram alojados
individualmente em gaiolas metabdlicas, contendo 30 g de ragédo e agua a vontade.
Apds 24 horas (11° dia), a sobra da ragdo 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 equagao a seguir, onde:
ia (g %)= ingestdo alimentar em gramas por cento; ia (g)= ingestdo alimentar em

gramas; mc= massa corporea do animal; mt= massa do tumor.

ia (9%) = ia (g) x 100

mc-mt

Em seguida, os animais foram submetidos a privagdo alimentar de 24
horas, e apds este periodo, ou seja, no 12° dia, os animais foram pesados e
eutanasiados por decapitagdo para coleta de amostras de sangue utilizadas na
determinacao de triacilglicerol, ureia, lactato e glicose plasmaticos. Posteriormente, o
tumor, tecido adiposo retroperitoneal, musculo gastrocnémio e musculo extensor
digital longo (EDL) foram cuidadosamente retirados e pesados. O ganho de massa
corporal foi calculado pela diferenga entre a massa corporal final (dia 12) e inicial

(dia 1), descontando a massa do tumor.
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As massas dos tecidos foram expressas por 100 gramas de peso
corporal (g%), de acordo com a equagéao a seguir, onde:
m (g% )= massa do tecido em gramas por cento; m (g)= massa do tecido em gramas;

mc= massa corpérea do animal; mt= massa do tumor.

3.7. Avaliacdo daresposta periférica ainsulina

A resposta glicémica para a insulina foi avaliada pelo teste de
tolerancia a insulina (ITT). Neste teste a insulina (0,25 U/Kg) foi administrada
endovenosamente (veia cava inferior) nos ratos previamente anestesiados com
pentobarbital sodico (40 mg/kg). Amostras de sangue foram coletadas da veia cava
inferior nos tempos 0 (antes da injecéo de insulina - basal), 5, 10, 15 e 30 minutos
depois da injecao de insulina, para avaliacdo da glicemia. A constante de
desaparecimento da glicose no plasma (KITT), um indicador da resposta periférica a
insulina, foi calculada a partir da regressao linear dos valores da glicemia obtidos
entre 5 a 15 minutos apos a inje¢do de insulina, intervalo onde ocorre a fase linear
de queda da glicemia (BONORA et al.,, 1989; SERAPHIM et al., 2001). A
interpretacdo da KITT se baseia em quanto mais rapida e intensa for a queda da

glicemia, maior o valor do KITT, e portanto, maior é a resposta a insulina.

3.8. Avaliacado da glicdlise e neoglicogénese hepatica

Para avaliar a glicolise e neoglicogénese hepatica os ratos, apos serem
pesados, foram submetidos a técnica de perfusdo de figado in situ, introduzida no
Brasil por Kelmer-Bracht e cols. (1984).

O sistema para a perfusdo de figado é basicamente composto por:
reservatorios para o liquido de perfusdo, bomba peristaltica e oxigenador de
membrana, acoplados a um banho-maria com bomba de circulagao externa de agua
aquecida e um cilindro com mistura carbogénica (O2/C0,=95/5%). O oxigenador de
membrana € formado por um cilindro duplo de aluminio, ao redor do qual estao
enrolados tubos de silicone de parede fina (0,25 mm), com didmetro interno de 2 mm
e comprimento total de 15 metros. A camara interna do cilindro de aluminio é

termostatizada pelo banho-maria, por meio da bomba de circulagdo externa de agua
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aquecida. O cilindro de aluminio esta isolado do ambiente por uma cobertura
cilindrica de plastico transparente, mantendo-se no seu interior uma atmosfera de O,
e COy, nas proporgdes de 95:5. O sistema ainda contém um dispositivo que impede
a entrada de bolhas de ar no figado (capta-bolhas).

O liquido de perfusdo utilizado foi o tampao Krebs/Henseleit-
bicarbonato (KHB: 115 mM NaCl, 25 mM NaHCOs; 58 mM KCI, 1,2 mM
NazS04,1,18 mM MgCl,, 1,2 mM NaH,PO,4 e 2,5 mM CaCl,).) modificado por Souza
(1999). No sistema de perfusdo esse liquido € impulsionado pela bomba peristaltica
em diregdo ao oxigenador de membrana e neste local se processam as trocas
gasosas. O oxigénio (O;) e o didxido de carbono (CO;) contidos na atmosfera
carbogénica (95% O, / 5% COy), por troca passiva, passam para o liquido de
perfusdo que circula no interior dos tubos de silicone. A fina espessura da parede
destes tubos, seu pequeno didmetro e o seu comprimento total favorecem as trocas.
Com os fluxos normalmente utilizados (nunca acima de 45 mL por minuto), o tempo
de permanéncia do liquido no oxigenador de membrana € de aproximadamente 1
minuto, e a saturacdo, proxima a 99%. Desse modo, o liquido satura-se com 95% de
Oz e 5% de CO,. A entrada de CO; no liquido de perfusao diminui o seu pH inicial de
7,6 para 7,4. Sendo assim, o liquido de perfusdo deixa o oxigenador, saturado de O,
e CO,, aquecido a 37°C e com pH 7,4, passa pelo capta-bolhas e se desloca em
diregdo a canula a ser inserida na veia porta.

Para a perfusdo de figado, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (40 mg/Kg) e fixados em mesa cirurgica. O abdémen foi aberto
até a altura do diafragma por uma incisdo longitudinal central e duas incisdes
laterais, expondo o figado e os demais 6rgaos. Ligaduras frouxas foram colocadas
ao redor da veia cava inferior, logo acima da veia renal direita, e ao redor da veia
porta. Em seguida, a veia porta foi canulada sob baixo fluxo, aproximadamente 10
mL/minuto e, imediatamente apds a canulagdo, os vasos abdominais abaixo do
figado foram seccionados para o completo dessangramento do érgéo. Esta inciséo
da vazao ao liquido extra que € bombeado para o sistema circulatério, evitando o
aumento excessivo de pressao no figado. Logo apds, elevou-se o fluxo para garantir
a oxigenacgao hepatica, e a ligadura em torno da veia porta foi amarrada para fixagéo
da canula. O térax foi aberto para exposicdo completa do figado, e a veia cava
inferior, acima do diafragma, foi ocluida para desviar o liquido para a veia cava

inferior, abaixo do figado. Posteriormente, a veia cava inferior (por¢ao infra-hepatica)
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foi canulada para a coleta do liquido de perfusao efluente. O fluxo através do figado
foi ajustado para valores que permitissem sua oxigenagcao adequada
(aproximadamente 4 mL.min"'.g”" de figado). Este fluxo est4 muito acima dos valores
fisioldgicos (0,15 mL.min™.g”") e visa compensar a auséncia de eritrécitos no liquido
de perfuséao.

A perfusdo foi, portanto, realizada em sistema aberto (nao-
recirculante), sendo o direcionamento do fluxo no sentido do hepatécito periportal
para o hepatécito perivenoso (perfusdo monovascular anterograda). Apos os 20
minutos iniciais de perfusdo, para a estabilizagdo do consumo de oxigénio, a

perfusao do figado foi realizada da seguinte forma:

e Para avaliagcdo da glicdlise, a partir da glicose exogena, os figados foram
perfundidos com KHB por 10 minutos e em seguida com KHB contendo glicose
(20 mM) por 30 minutos.

e Para a avaliagdo da neoglicogénese os figados foram perfundidos com KHB por
10 minutos e em seguida com KHB contendo alanina (2,5 mM), piruvato (5 mM)

ou lactato (2 mM) por 30 minutos.

Durante este periodo, o liquido efluente do figado, foi coletado em
intervalos de 2 minutos para determinagcdo da concentragdo de glicose, piruvato,
lactato e ureia. Ao término dos experimentos, os figados foram retirados e pesados
para que a producao de glicose, piruvato, lactato e ureia por grama de figado
(umol.min'1.g'1) pudesse ser calculada. A expressao dos resultados em relagdo ao
peso do 6rgao permite comparagdes de experimentos nos quais foram empregados
figados com diferentes pesos.

A (glicolise foi calculada como a soma da produgdo de lactato e
piruvato. As areas sob as curvas (AUCs) foram avaliadas no intervalo de tempo
onde o figado foi submetido a perfusdo com glicose ou com 0s precursores
neoglicogénicos, ou seja, entre 10 a 40 minutos, utilizando o programa GraphPad

Prism 5.
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3.9. Avaliacdo no numero de leucécitos aderidos a veia porta ou infiltrados no
parénquima hepatico

Para avaliagdo do infiltrado leucocitario no figado, laminas de figado
foram confeccionadas utilizando os mesmos procedimentos ja descritos para a
preparacdo de laminas do tumor. A avaliacdo foi também realizada por meio da
analise morfométrica, utilizando o sistema de captura de imagens Moticam (Motic,
Xiamen, China) acoplado ao microscopio de luz e o software Motic Image Plus 2.0
(Motic, Xiamen, China) do Laboratério de Histologia da Universidade Estadual de
Londrina. Em cada lamina histolégica de figado foram capturadas 5 fotos dos
espacos porta (aumento de 200X), nas quais foram quantificados o numero de
leucécitos aderidos a veia porta ou presentes em 2 campos de 100 pm?

selecionados aleatoriamente, fora da regido do espaco porta.

3.10. Avaliacdo da concentracdo hepéatica de ATP

Para avaliagao da concentragdo de ATP no figado, amostras de figado
dos ratos, previamente anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/Kg), foram
retiradas pela técnica de “freeze-clamp” e imediatamente colocadas em nitrogénio
liquido, para rapido congelamento, para evitar o estabelecimento de condi¢bes
anaerobicas que promovem hidrolise do ATP. Em seguida, as amostras de figado
foram armazenadas em “freezer” — 80° C. Para as dosagens, as amostras
congeladas de figado foram trituradas em nitrogénio liquido, usando gral e pistilo,
pesadas rapidamente, e para cada grama de amostra foi adicionado 3,25 mL de
acido perclérico gelado. Em seguida, esta mistura foi centrifugada (10 min, 500 g,
2°C) e o sobrenadante foi neutralizado (pH 7,4) com carbonato de potassio. Apos
alguns minutos em gelo, o perclorato de potassio, formado na reagéo, precipitou e o

sobrenadante foi utilizado nas dosagens de ATP.

3.11. Procedimentos analiticos

3.11.1. Determinacdo da concentracado do triacilglicerol

A concentragao de triacilglicerol no plasma foi determinada por método
enzimatico baseado na reagdao de Trinder (1969). Neste método, como
esquematizado adiante, os triacilglicerois sao convertidos pela lipase a glicerol e

acidos graxos, o glicerol a glicerol-1-fosfato pela glicerolquinase e o glicerol-1-fostato
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resultante é oxidado enzimaticamente pela glicerol-1-fosfato oxidase (G-1-P) a
peréxido de hidrogénio e di-hidroxiacetona fosfato. O peréxido de hidrogénio, em
presenca da peroxidase (POD), produz a ligagdo oxidativa do 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzenosulfonato (DHBS) com a 4-aminoantipirina (4-AAP) e da origem a um
cromoégeno (quinoneimina) com o maximo de absorgdo no comprimento de onda de
505 nm.

Triacilglicerol —"Pase

glicerol + ATP _dicerolauinase - gjicerol-1-fosfato + ADP
G-1-P

glicerol + acidos graxos

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

2H,0, + 4-AAP + DHBS — P92, quinoneimina + 2 H,0

3.11.2. Determinacdo da concentracdo de ureia

A concentracdo de ureia no plasma e perfusado do figado foi
determinada por método enzimatico, de acordo com a técnica de Gutmann &
Bergmeyer (1974), no qual a ureia é hidrolisada pela urease a ambnia e gas
carbbnico. A amoénia reage em pH alcalino com hipoclorito de sédio e fenol, sob
acao catalisadora do nitroprussiato de sédio, para formar azul de indofenol, como
segue adiante. A concentragdo de azul de indofenol é proporcional a concentragéo

de ureia na amostra e € medida espectrofotometricamente a 600 nm.

Ureia + H,O urease 2NH; + CO,
2NH; + 2NaClO 2NH,CI + 2NaOH
2NH,CI + 2 fenol + 2NaOH 2-p-aminofenol + 2NaCl + 2H,0

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

3.11.3. Determinagéo da concentracao de lactato

O lactato no plasma e perfusado do figado foi quantificado pelo método
enzimatico (GUTMANN & WAHLEFELD, 1974). Nesse método, o L-lactato é oxidado
a piruvato pelo NAD* em uma reacéo catalisada pela lactato desidrogenase (LDH),
conforme esquematizado a seguir. A formagdo de NADH & proporcional a

concentracao de L-lactato e medida espectrofotometricamente a 340 nm.

L-lactato + NAD* 2",  piruvato + NADH + H*



31

3.11.4. Determinagéo da concentracao de glicose

A concentracao de glicose no plasma 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
peréxido de hidrogénio (H202). O H,O,, em presenca de peroxidase (POD), produz a
ligacdo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e da origem a um
cromoégeno (p-benzoquinona-monoimino fenazona) com maximo de absorgdo em

505 nm de comprimento de onda. O esquema a seguir resume estas reagoes:

Glicose + O, + H,0 292, 4cido glucdnico + H,0»

2 H,0; + 4-AF + fenol 222, 4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + 4 H,O

3.11.5. Determinacdo da concentracdo de piruvato

As concentragbes de piruvato no perfusado foram quantificadas de
acordo com o método enzimatico de Czok & Lamprecht (1974). Nesse método, o
piruvato é convertido enzimaticamente em L-lactato, com oxidacdo de quantidades
estequiométricas de NADH, em uma reacdo catalisada pela LDH, que pode ser
observada abaixo. A oxidagdo de NADH € proporcional a quantidade de piruvato

convertido e medida espectrofotometricamente a 340 nm.
Piruvato + NADH + H* 2", | -Jactato + NAD"

3.11.6. Determinag&o da concentragao de ATP

As concentragdes de ATP no figado foram determinadas segundo o
método enzimatico descrito por Lamprecht & Trautschold (1974). Neste método a
glicose, em presenca de ATP, é fosforilada a glicose-6-fosfato em uma reacéao
catalisada pela hexoquinase. A glicose-6-fosfato em presengca de NADP® é
convertida em 6-fosfogliconato, NADPH e H*, pela glicose-6-fosfato desidrogenage
(G-6-PDH), conforme esquematizado a seguir. A formagdo de NADPH ¢é
proporcional a concentracdo de ATP presente na amostra e medida

espectrofotometricamente a 340 nm, tais rea¢des sdo esquematizadas a seguir:

ATP + glicose __Mexoaunase - glicose-6-fosfato + ADP

glicose-6-fosfato + NADP* &6 PH 6-fosfogliconato + NADPH + H*
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3.12. Procedimentos estatisticos

A distribuicdo normal (testes de Shapiro-Wilk & Lilliefors) e a
homogeneidade das variéncias (testes de Levene & Brown Forsythe) foram
analisadas e testes estatisticos apropriados (ANOVA One-Way ou ANOVA
mensuragdes repetidas), indicados nas legendas das figuras, foram empregados
para analise dos resultados. As analises foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism 5. Os dados foram expressos como média + erro padrao da média

(EPM) e o nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).



Resultadaos
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do celecoxibe ou ibuprofeno no crescimento tumoral, necrose do
tumor e apoptose de células Walker-256

Como observado na figura 1, o tratamento com celecoxibe, mas nao
com ibuprofeno, reduziu o crescimento do tumor Walker-256. Enquanto a massa
tumoral dos ratos portadores de tumor Walker-256 (grupo WK) foi de
aproximadamente 22 g, a dos animais tratados com celecoxibe (grupo
WK+celecoxibe) por 12 dias foi de apenas 10 g, o que representa uma reducéo de
aproximadamente 55% no crescimento tumoral. Entretanto, a massa tumoral dos
ratos tratados com ibuprofeno (grupo WK+ibuprofeno) apos 12 dias foi semelhante a
do grupo WK.

A analise histologica do tumor Walker-256 revelou varias areas de
necrose, areas de coloracdo résea que se destacam pela auséncia de nucleos
celulares, as quais podem ser observadas nas figuras 2A, 2B e 2C. Além disso, a
analise morfométrica do tumor Walker-256 revelou que o tratamento com celecoxibe,
mas nao com ibuprofeno, aumentou a area de necrose no tecido tumoral de ratos
WK (figura 2D).

Nas regides proximas a periferia das areas necroticas diversas células
Walker-256 apresentaram sinais de apoptose, como fragmentagdo da
heterocromatina, indefinicdo de contornos celulares e nucleos em processo de
destruicdo (figuras 2E, 2F, 2G). Entretanto, segundo a analise morfométrica,
somente o tratamento com celecoxibe aumentou o numero destes sinais de

apoptose em ratos portadores de tumor (figura 2H).



35

Figura 1. Massa tumoral de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com
celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao
tratados (WK). Dados sdo a média + EPM de 22 a 28 experimentos. Resultados analisados
por ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. ###p<0,001 versus ratos WK.
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Figura 2. Areas de necrose do tumor (A, B, C, D) e sinais de apoptose de células Walker-256 (E,
F, G, H) de ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com celecoxibe (WK+celecoxibe) ou
ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao tratados (WK). Nas imagens, obtidas por
microscopia Optica, coloragdo hematoxilina e eosina, as regides roseas com auséncias de
nucleos em A, B e C (aumento de 100X) correspondem a areas necréticas e as setas brancas
em E, F e G (aumento de 400X) apontam nucleos em processo apoptotico. As areas de necrose
do tumor (D) e os sinais de apoptose das células Walker-256 (H) foram obtidos por avaliagdo
morfométrica. Dados sdo a média + EPM de 4 a 6 experimento. Resultados analisados por
ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. *p<0,05 e ###p<0,001 versus ratos WK.
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4.2. Efeito do celecoxibe ou ibuprofeno nos parametros relacionados a
anorexia e caguexia

Animais do grupo WK apresentaram redugéo da ingestao de alimentos
em relagdo ao grupo saudavel e os tratamentos com celecoxibe ou ibuprofeno néo
melhoraram a anorexia destes animais (figura 3).

Com relagao a caquexia, os animais do grupo WK apresentaram menor
ganho de massa corporal em relagdo aos saudaveis. Enquanto os ratos saudaveis
ganharam aproximadamente 50 g de massa corporal em 12 dias, os ratos
portadores de tumor ganharam cerca de 6 g. Contudo, o tratamento com celecoxibe
aumentou em aproximadamente 80% o ganho de peso dos ratos portadores de
tumor, enquanto o tratamento com ibuprofeno ndo teve efeito sobre a massa
corporea (figura 4A).

Animais do grupo WK também apresentaram perda acentuada de
tecido adiposo retroperitoneal (figura 4B), musculo gastrocnémio (figura 4C) e
musculo extensor digital longo (EDL) (figura 4D) em relag&o ao grupo saudavel. Tais
perdas foram prevenidas pelo tratamento com celecoxibe. Ratos tratados com
celecoxibe apresentaram massa de tecido adiposo retroperitoneal, musculo
gastrocnémio e EDL semelhante a dos grupos saudaveis. Em contraste, o
tratamento com ibuprofeno n&o alterou a perda de tecido adiposo retroperitoneal,

musculo gastrocnémio e EDL de ratos WK.
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Figura 3. Ingestédo alimentar de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados
com celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao
tratados (WK). Dados sdo a média + EPM de 20 a 36 experimentos. Resultados analisados
por ANOVA One-Way seguido de Newman-Keuls. **p<0,05 e *p<0,01 versus ratos
saudaveis.
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Figura 4. Ganho de massa corporal (A), massa do tecido adiposo retroperitonial (B), massa
do musculo gastrocnémio (C) massa do musculo extensor digital longo (EDL) (D) de ratos
saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com celecoxibe (WK+celecoxibe) ou
ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nédo tratados (WK). Dados sdo a média +
EPM de 13 a 30 experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguido de
Newman-Keuls (A, B e C), ou Kruskal-Wallis seguido de Dunn para multiplas comparagoes
(D). *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus ratos saudaveis; *p<0,05 e ** #p<0,001 versus
ratos WK.
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4.3. Efeito do celecoxibe ou ibuprofeno nos parametros metabdlicos
plasméticos

Os ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram concentragcoes
elevadas de triacilglicerol (figura 5A), ureia (figura 5B) e lactato (figura 5C) e
concentragado diminuida de glicose (figura 5D) no plasma, quando comparados aos
ratos saudaveis. O tratamento com celecoxibe reduziu os niveis plasmaticos
elevados de triacilglicerol em 25%, de ureia em 20% e de lactato em 35%,
aproximadamente, mas ndo preveniu a redugao da glicemia dos ratos portadores de
tumor. Em relagao ao tratamento com ibuprofeno, este nao alterou as concentracoes

plasmaticas de triacilglicerol, ureia, lactato e glicose dos ratos WK.
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Figura 5. Concentra¢des plasmaticas de triacilglicerol (A), uréia (B), lactato (C) e glicose (D)
de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com celecoxibe
(WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao tratados (WK). Os
ratos foram submetidos a 24 horas de privagao alimentar. Dados sao a média + EPM de 15
a 23 experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus ratos saudaveis; *p<0,05, * #p<0,01 e * * *p<0,001
versus ratos WK.

240 80 -
1 Saudavel A 1 Saudavel B
. WK |- WK
| WK+celecoxibe WK+celecoxibe
OO0 WK+ibuprofeno OO0 WK+ibuprofeno
- 60
> 160
(@)] T —~
é RN *k*k -_OI *
S I >
o) ## E 401 # i
o * © o V
= —— =
= o
g 80| >
= 20
0 Z 0
12 1 Saudavel C 180 [ Saudavel D
Hm WK Hl WK
| ez2 WK+celecoxibe |2 WK+celecoxibe
OO WK+ibuprofeno OO WK+ibuprofeno
= 84 2 1204
) )
l@)) (@)] 1
E *kk \E/ ** _T_
\O/ - P wokek —T—
et 1 n
©
s e 8
S 4 27 O 60
— —
0 0 2




42

4.4. Efeito do celecoxibe ou do ibuprofeno naresposta periférica ainsulina

No teste de tolerancia a insulina (ITT), a administragdo de insulina
diminuiu a glicemia ao longo do tempo em todos os grupos, sendo a redugdo mais
acentuada aos 30 minutos (figura 6A). Porém, a reducdo da glicemia foi menor nos
ratos WK, como demonstrado pela menor KITT, do que nos ratos saudaveis (figura
6B).

O tratamento com celecoxibe reverteu parcialmente a diminuicdo da
resposta periférica a insulina de ratos WK, como demonstrado pelo aumento da
KITT em aproximadamente 45%. No entanto, ndo houve diferenga entre a KITT de
ratos WK e WK+ibuprofeno (figura 6B).
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Figura 6. Glicemia (A) e constante de desaparecimento da glicose (KITT) (B) apds a
administragdo de insulina em ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados
com celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao
tratados (WK). Os ratos foram submetidos a 24 horas de privagdo alimentar. A glicemia foi
avaliada 0 (basal), 5, 10, 15 e 30 minutos ap6s a administracdo endovenosa de insulina
(0,25 U/Kg). Dados sdo a média + EPM de 15 a 23 experimentos. Diferengas dentro do
mesmo grupo (A) em relagdo ao basal (0 minuto) foram avaliadas por ANOVA mensuragoes
repetidas seguido de Newman-Keuls; **p<0,01 e ***p<0,001. Diferengas entre as KITTs (B)
foram analisadas por ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls. **p<0,01 e ***p<0,001
versus ratos saudaveis; * p<0,05 versus ratos WK.
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4.5. Efeito do celecoxibe ou ibuprofeno na glicdlise hepatica a partir da
glicose exdgena

A infusdo de glicose (20 mM) no figado, aos 10 minutos do periodo de
perfusdo, aumentou a producdo de piruvato (figura 7A), lactato (figura 7C) e
consequentemente a glicolise (figura 7E) em todos os grupos. Porém, esse aumento
foi menor nos ratos WK do que saudaveis, como demonstrado pelas AUCs (figuras
7B, 7D, 7F).

O tratamento com celecoxibe nao alterou a inibicdo da producédo de
piruvato (figura 7B), mas reduziu a inibicdo da producdo de lactato (figura 7D) e
consequentemente melhorou a inibicao da glicdlise (figura 7F) dos ratos portadores
de tumor, em aproximadamente 58%, como demonstrado pelas AUCs. Contudo, o
tratamento com ibuprofeno néo teve efeito sobre a inibicdo da producio de piruvato
(figuras 7A, 7B), lactato (figuras 7C, 7D) e glicdlise (figuras 7E, 7F) dos ratos WK.
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Figura 7. Produgéo de piruvato (A) lactato (C), glicdlise (E) e as respectivas areas sob as curvas
(AUCs) (B, D e F) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados
com celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao
tratados (WK). Figados de ratos submetidos a 24 horas de privagao alimentar foram submetidos
a perfuséo in situ como descrito em Material e Métodos. Glicose (20 mM) foi infundida entre 10 e
40 minutos. Dados sdo a média + EPM de 5 a 7 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram
analisadas por ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001

versus ratos saudaveis; #p<0,05 versus ratos WK.
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4.6. Efeito do celecoxibe ou ibuprofeno no nimero de leucécitos aderidos a
veia porta ou infiltrados no parénquima hepéatico

Nao foram observadas alteragbes morfologicas significativas, como
desorganizagao lobular, acumulo de lipidio nos hepatécitos ou fibrose hepatica em
ratos portadores de tumor Walker-256 nao tratados (figura 8B), tratados com
celecoxibe (figura 8C) ou com ibuprofeno (figura 8D), em relacdo aos ratos
saudaveis (figura 8A).

Entretanto, segundo a analise morfométrica, os ratos do grupo WK
apresentaram maior numero de leucdcitos aderidos a veia porta (figura 8E) ou
infiltrados no parénquima hepatico (figura 8F). Diferentemente do tratamento com
celecoxibe, o qual diminuiu a quantidade de leucdcitos aderidos a veia porta e o
infiltrado leucocitario no parénquima hepatico, o tratamento com ibuprofeno nao

alterou estes parametros em ratos WK (figuras 8E, 8F).
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Figura 8. Numero de leucdcitos aderidos a veia porta (E) ou infiltrados no parénquima
hepatico (F) de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com celecoxibe
(WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias nao tratados (WK). Nas
imagens A, B, C e D, obtidas por microscopia optica, coloracdo hematoxilina e eosina,
aumento de 200X, as setas pretas mostram os leucdcitos infiltrados no parénquima hepatico
e as setas brancas apontam os leucécitos aderidos a veia porta. Dados das figuras E e F
foram obtidos por avaliagdo morfométrica e representam a média + EPM de 4 a 6
experimentos. Diferencas foram analisadas por ANOVA One-Way seguido de Newman-
Keuls. **p<0,01 e ***p<0,001 versus ratos saudaveis; *p<0,05, *#p<0,01 versus ratos WK.
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4.7. Efeito do celecoxibe ou ibuprofeno na neoglicogénese hepéatica a partir da
alanina, piruvato e lactato

A neoglicogénese foi avaliada em figados submetidos a perfusdo com
0s seguintes substratos neoglicogénicos: alanina 2,5 mM, piruvato 5 mM e lactato 2
mM. Nos experimentos de perfusdo com alanina, foram também analisadas as
producdes hepaticas de uréia, piruvato e lactato.

Os valores basais da produgédo de glicose obtidos nos primeiros 10
minutos de perfusdo, os quais correspondem a liberagdo de glicose proveniente do
glicogénio residual, foram baixos devido a deplegdo do glicogénio hepatico em
funcdo das 24 horas de privagao alimentar dos animais, e semelhantes entre todos
os grupos (figura 9A, 11A e 12A).

A infusdo de alanina (2,5 mM) no figado, aos 10 minutos da perfuséao,
promoveu rapido aumento na produgao de glicose (figura 9A), piruvato (figura 10A),
lactato (figura 10B) e ureia (figura 10C) em todos os grupos. Entretanto, a produgao
de glicose a partir da alanina foi 50% menor nos ratos WK do que saudaveis e os
tratamentos com celecoxibe e ibuprofeno reverteram esta inibicdo da
neoglicogénese, como evidenciado pelas AUCs (figura 9B).

Os ratos portadores de tumor também apresentaram inibicdo de
aproximadamente 50% na produc¢ao de piruvato, 45% na producao de lactato e 75%
na producdo de ureia em relacédo aos animais saudaveis, como demonstrado pelas
AUCs (figura 10D). O tratamento dos ratos WK com celecoxibe ou ibuprofeno
reverteu completamente a inibicdo da producéo de lactato, piruvato e ureia (figura
10D).

A infusédo de piruvato (5 mM) no figado também aumentou a produgao
de glicose (figura 11A) em todos os grupos, porém a producgéo de glicose dos ratos
WK foi 50% menor que dos ratos saudaveis e os tratamentos com celecoxibe ou
ibuprofeno reverteram esta inibicdo da neoglicogénese a partir do piruvato dos ratos
portadores de tumor, conforme revelado pelas AUCs (figura 11B).

A infusdo de lactato (5 mM) no figado aumentou rapidamente a
producao de glicose em todos os grupos (figura 12A). No entanto, em ratos WK a
producao de glicose foi 30% menor que nos ratos saudaveis e o tratamento com
celecoxibe ou ibuprofeno reverteu a inibicdo da neoglicogénese a partir do lactato

dos ratos portadores de tumor, conforme ilustrado pelas AUCs (figura 12B).
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Figura 9. Producdo de glicose a partir da alanina (A) e as respectivas areas sob as curvas
(AUCs) (B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com
celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao
tratados (WK). Figado de ratos com 24 horas de privacao alimentar foram submetidos a
perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Alanina (2,5 mM) foi infundida no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Dados sdo a média + EPM de 7 a 9 experimentos.
Diferencas entre as AUCs foram analisadas por ANOVA One-way seguido de Newman-
Keuls. **p<0,01 versus ratos saudaveis; #p<0,05 versus ratos WK.
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Figura 10. Producdo de piruvato (A), lactato (B) e ureia (C) a partir da alanina e as
respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D) em figados de ratos saudaveis e portadores de
tumor Walker-256 tratados com celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno)
durante 12 dias ou nao tratados (WK). Figados de ratos com 24 horas de privagao alimentar
foram submetidos a perfusao in situ como descrito em Material e Métodos. Alanina (2,5 mM)
foi infundida no intervalo entre 10 e 40 minutos. Dados sdo a média + EPM de 7 a 9
experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo ANOVA One-way seguido
de Newman-Keuls. **p<0,01 versus ratos saudaveis; p<0,05 e #*#p<0,01 versus ratos WK.
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Figura 11. Producao de glicose a partir do piruvato (A) e as respectivas areas sob as curvas
(AUCs) (B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com
celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao
tratados (WK). Figados de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram submetidos a
perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. Piruvato (5 mM) foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Dados sdo a média + EPM de 4 a 6 experimentos.
Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo ANOVA One-Way seguido de Newman-
Keuls. *p<0,05 versus ratos saudaveis; *p<0,05 e #*#p<0,01 versus ratos WK.
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Figura 12. Producao de glicose a partir do lactato (A) e as respectivas areas sob as curvas
(AUCs) (B) em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256 tratados com
celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno (WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nao
tratados (WK). Figados de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram submetidos a
perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. Lactato (2 mM) foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Dados sdo a média + EPM de 7 a 21 experimentos.
Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo ANOVA One-way seguido de Newman-
Keuls. *p<0,05 versus ratos saudaveis; #p<0,05 versus ratos WK.
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4.8. Efeito do celecoxibe ou ibuprofeno na concentracdo de ATP
Conforme demonstra a figura 13, os ratos WK apresentaram menor
concentragao de adenosina trifosfato (ATP) no figado em relagdo ao grupo saudavel,

a qual foi revertida pelo tratamento com celecoxibe ou ibuprofeno.

Figura 13. Concentragdo de adenosina trifosfato (ATP) em figados de ratos saudaveis e
portadores de tumor Walker-256 tratados com celecoxibe (WK+celecoxibe) ou ibuprofeno
(WK+ibuprofeno) durante 12 dias ou nédo tratados (WK). Figado de ratos com 24 horas de
privagao alimentar. Dados representam a média + EPM de 6 a 7 experimentos. Diferencas
foram analisadas por ANOVA One-way seguido de Newman-Keuls. *p<0,05 versus ratos
saudaveis; *p<0,05 e ##p<0,01 versus ratos WK
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho o modelo experimental de caquexia induzida por
tumor Walker-256 foi utilizado para avaliar o efeito dos AINEs, celecoxibe e
ibuprofeno, no desenvolvimento tumoral e nas alteragdes metabdlicas associadas a
caquexia do cancer.

O tratamento com celecoxibe durante 12 dias dimiuiu acentuadamente
o crescimento do tumor Walker-256 (figura 1), provavelmente por promover
apoptose das células tumorais, como indicado pelo aumento dos sinais apoptoticos,
tais como fragmentagdo da heterocromatina, indefinicdo de contornos celulares e
nucleos em processo de destruigdo (figura 2H), aumentando a area de necrose do
tumor (figura 2D).

Em concordancia, ha relatos que o celecoxibe diminuiu o crescimento
de diversos tipos de tumores. Em alguns estudos, o celecoxibe reduziu o
crescimento tumoral por mecanismos que envolveram inibicdo da via COX2/PGE;
(DAVIS et al., 2004; GAO et al., 2010). A superexpressao da COX-2 parece estar
intimamente relacionada com o processo tumorigénico em diversos tipos de cancer
(OSHIMA et al., 1996; TSUJII et al., 1997; ALMEIDA et al., 2012). A PGE,, um dos
principais metabdlitos da COX-2, promove a carcinogénese por ativar a via de
sinalizagdo Akt ou PKB/NFkB, que aumenta a proliferacdo e reduz a apoptose
celular (MERIC et al., 2006; REBECA et al., 2008), e também por favorecer os
processos de invasdo, metastase e angiogénese tumoral (MERIC et al., 2006).

Contudo, em outros estudos com varios tipos de canceres, o efeito
antitumoral do celecoxibe parece envolver mecanismos independentes da inibicdo
da via COX2/PGE, (KARDOSH et al., 2005; GROSH et al., 2006; BASTOS-
PEREIRA et al., 2010; BARLOW et al., 2012). Foi observado que o dimetil
celecoxibe, um composto sintético similar ao celecoxibe que ndo inibe a COX2,
reduziu o crescimento do linfoma de Burkitt (KARDOSH et al., 2005). Além disso, o
celecoxibe bloqueou o ciclo celular e induziu a apoptose de células tumorais que nao
expressavam a COX-2, tanto in vitro como in vivo (GROSCH et al., 2001). Também
foi verificado recentemente, em um modelo de sarcoma in vitro, que o celecoxibe
possui efeitos antitumorais mesmo na presenga de PGE; (BARLOW et al., 2012).

Estes efeitos antitumorais do celecoxibe, independentes da inibicdo da

via COX2/PGE; pode ser resultante de agbes especificas do farmaco, o qual foi
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descrito recentemente como capaz de diminuir a expressdo de proteinas
antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 e survivinas), aumentar a expressao de
proteinas pré-apoptoéticas (Bax e Bcl-x) e ativar a via das caspazes e a apoptose de
células tumorais (GONG et al., 2012).

Diferentemente do celecoxibe, o tratamento com ibuprofeno por 12 dias
nao diminuiu o crescimento do tumor Walker-256 (figura 1), nem aumentou a area
de necrose do tumor (figura 2D) e a apoptose das células tumorais (figura 2H),
apesar de um estudo demonstrar que este farmaco inibiu COX1 e COX2 em cerca
de 90% e 75% respectivamente (KEROLA et al.,, 2009), enquanto outro trabalho
verificou que assim como o celecoxibe, o tratamento com ibuprofeno foi capaz de
reduzir a produgédo de PGE; em aproximadamente 90% (McADAM et al., 1999).

Em concordancia com nossos resultados, o ibuprofeno nao diminuiu o
crescimento do hepatoma de Morris (McCARTHY, 1999) e do tumor de ovario
SKOV3 (LI et al., 2009), embora tenha reduzido o crescimento de diversas linhagens
de céncer de prostata (ANDREWS et al., 2002; QUANN et al., 2007).

Assim, nosso achado de que o ibuprofeno nao teve efeito sobre o
crescimento do tumor Walker-256, sugere que o efeito antitumoral do celecoxibe
ocorreu por mecanismos independentes da inibicdo de COX2/PGE,. Corroborando
esta sugestdo, Bastos-Pereira e cols. (2010) observaram que o tratamento com
celecoxibe em animais portadores de tumor Walker-256, reduziu a massa tumoral
por diminuir a expressao da proteina antiapoptoética Bcl-xL, sem promover alteracao
na expressao e atividade da COX2.

Embora a anorexia no cancer parecga ser resultante do efeito de TNFaq,
IL-1, IL-6 e PGE; no sistema nervoso central (LEVINE & MORLEY, 1981; ARRUDA
et al., 2010; PATRA & ARORA, 2012), o tratamento com celecoxibe, assim como
com o ibuprofeno, nao alterou a redugao da ingestao alimentar de ratos portadores
de tumor (figura 3). As citocinas pré-inflamatoérias (TNFa e IL-6) induzem a anorexia
por estimular a liberacdo de fatores anorexigénicos, como o fator liberador de
corticotrofina (CRF) no nucleo paraventricular do hipotalamo (Arruda et al., 2010;
Patra & Arora, 2012). Além disso, a IL-1 tem sido associada a anorexia por reduzir a
liberagdo de neuropeptidio Y no nucleo paraventricular, um neurotransmissor
orexigénico (PATRA & ARORA, 2012).

A administragao central de PGE,, assim como as citocinas, também

promoveu efeitos anorexigénicos, reduzindo a ingestao alimentar de ratos saudaveis
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(LEVINE & MORLEY, 1981). No entanto, a auséncia de efeito do celecoxibe e do
ibuprofeno sobre a ingestdo alimentar de ratos portadores de tumor (figura 3),
sugere que as prostaglandinas ndo sao os principais mediadores envolvidos na
anorexia associada ao tumor Walker-256. Corroborando com estes resultados, o
tratamento com diversos AINES reduziu o crescimento tumoral, mas ndo aumentou
a ingestdao alimentar de ratos portadores de tumor Walker-256 (HOMEM-DE-
BITTENCOURT et al.,, 1989; McCARTHY, 1999).

Além de reduzir o crescimento tumoral, o tratamento com celecoxibe
reduziu a perda de peso corporal (figura 4A), tecido adiposo retroperitoneal (figura
4B) e massa dos musculos gastrocnémio (figuras 4C, 4D) (figura 4C) e EDL (figura
4D) dos ratos portadores de tumor Walker-256. A perda de peso na caquexia do
cancer se deve, em grande parte, a deplegao de tecido adiposo e massa muscular,
causada principalmente pelo LMF, PIF, TNFa, IL-1 e IL-6, os quais estimulam a
lipdlise e/ou protedlise (CAMPS et al., 2006; BING & TRAYHURN, 2009; CHEN et
al., 2009; TISDALE, 2010).

Os efeitos lipoliticos do LMF e TNFa sdo mediados pelo aumento dos
niveis intracelulares de AMPc nos adipécitos, o qual promove a ativacado da proteina
quinase A, que fosforila e ativa a lipase horménio sensivel, enzima degradante do
triacilglicerol (ZANG et al., 2002; BING & TRAYHURN, 2009; TISDALE, 2010). O
LMF parece aumentar o AMPc pela ativacao de receptores 3-adrenérgicos (BING &
TRAYHURN, 2009), enquanto o TNFa aumenta o AMPc por inibigdo da
fosfodiesterase 3B (PDE3B) (ZANG et al., 2002). O TNFa também promove
deplecdo de tecido adiposo por inibir a lipase de lipoproteina (LPL), enzima
degradante dos triacilglicerdis circulantes, reduzindo a captagcdo de acidos graxos
livres pelos adipécitos e consequentemente a lipogénese (CHEN et al., 2009) e por
promover a apoptose de adipécitos e pré adipdcitos (BING & TRAYHURN, 2009).

Com relagao a protedlise do musculo esquelético, o PIF estimula o
fator de transcricdo NF-kB, que ativa genes relacionados a via de degradacgéo
proteica ubiquitina-proteassoma dependente de ATP (TISDALE, 2009), enquanto o
TNFa estimula a via ubiquitina-proteossoma e promove apoptose no musculo
esquelético (ARGILES et al., 2006) e a IL-6 parece ativar vias proteoliticas
lisossomais (catepsinas) e nao-lisossomais (sistema ubiquitina-proteassoma)
(GOODMAN, 1994; EBISUI et al., 1995).
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Além destes mediadores da caquexia, a PGE,, por estimular a
protedlise (ATTAIX et al.,, 1999) e a lipdlise (KOLDITZ & LANGIN, 2010) e por
aumentar a expressao de citocinas pro-inflamatorias (ROSS & FEARON, 2002;
WANG & DUBOIS, 2010; WANG et al., 2011) também poderia contribuir para a
perda de peso na caquexia do cancer. No entanto, em nossos estudos, o tratamento
com ibuprofeno, diferentemente do tratamento com celecoxibe, ndo teve efeito na
perda de peso corporal (figura 4A), nem preveniu a perda de tecido adiposo (figura
4B) e muscular (figura 4C, 4D) dos ratos portadores de tumor, indicando que os
efeitos benéficos do celecoxibe nestes parametros provavelmente ndo ocorreram
por inibicdo da via COX2/PGE,, mas por reducdo da sintese de mediadores
catabdlicos, como o LMF, PIF, TNFa, IL-1 e IL-6, em fun¢do da diminuicdo da massa
tumoral.

Adicionalmente, o tratamento com celecoxibe diminuiu os niveis
aumentados de triacilglicerol no plasma de ratos portadores de tumor Walker-256
(figura 5A). O aumento de triacilglicerol no cancer tem sido relacionado a inibicdo da
da LPL pelo TNFa (CHEN et al., 2009; NOTARNICOLA et al.,, 2012), IL-6 (BING
&TRAYHURN, 2009) e acidos graxos livres (DELARUE & MAGNAN, 2007). Embora
em ratos obesos, por diminuir os niveis de prostaglandinas, o celecoxibe reduziu a
lipdlise e os niveis de triacilglicerol no plasma (HSIEH et al., 2009), a falta de efeito
do ibuprofeno na triacilglicerolemia (figura 5A) sugere que o efeito do celecoxibe no
triacilglicerol de ratos portadores de tumor nao foi mediado pela diminuicdo da
sintese de prostaglandinas, mas provavelmente por redu¢ado do crescimento tumoral
e da liberacdo de mediadores da caquexia, tais como o TNFa e a IL-6.

O tratamento com celecoxibe também reduziu os niveis plasmaticos
aumentados de ureia (figura 5B) e lactato (figura 5C), apesar de nao ter alterado a
reducao da glicemia (figura 5D) de ratos portadores de tumor. O aumento da uremia
nos ratos portadores de tumor parece ser resultante do metabolismo das células
tumorais (CASSOLLA et al., 2011). Células Walker-256 apresentaram aumento na
atividade da arginase, enzima conversora da L-arginina em ornitina e uréia, e da
producao de uréia, ao longo do desenvolvimento tumoral (REBECA et al., 2008).
O aumento da lactatemia (figura 5C) e a reducdo da glicemia (figura 5D) nos ratos
portadores de tumor parecem também ser decorrentes do crescimento tumoral
(CASSOLLA et al, 2011). A hipoxia presente em tumores de crescimento rapido

como o Walker-256, ativa o fator de transcricdo induzido por hipdxia 1 (HIF-1)



59

(MAXWELL, 2005), o qual desvia o fluxo metabdlico das células tumorais para a via
glicolitica anaerdbica, aumentando o consumo de glicose e a producado de lactato
pelo tumor (BRAHIMI-HORN et al., 2007; MARIN-HERNANDEZ et al., 2009). O HIF-
1 € um heterodimero formado por duas subunidades: a subunidade B (HIF-1B), que
€ constitutivel, e a subunidade a (HIF-1a), a qual é induzivel e sensivel a
concentracdo de oxigénio. Em altas concentracbes de oxigénio, o HIF-1a é
degradado, porém quando a concentracdo é baixa, essa subunidade torna-se
estavel e se liga a HIF-1pB formando o complexo HIF-1, que promove a transcrigéo
de genes relacionados com o transporte de glicose, via glicolitica, angiogénese,
entre outros (WENGER, 2002).

Portanto, é provavel que a redugédo da uremia (figura 5B) e lactatemia
(figura 5C) pelo tratamento com celecoxibe foi decorrente de seu efeito na reducéo
do crescimento tumoral, e ndo na reducao da sintese de prostaglandinas, uma vez
que o ibuprofeno nao alterou os niveis plasmaticos aumentados de ureia (figura 5B)
e lactato (figura 5C) dos ratos portadores de tumor. Similarmente, pela reducéo do
crescimento tumoral, seria esperado que o tratamento com celecoxibe, mas ndo com
ibuprofeno, também diminuisse a reducado da glicemia dos ratos portadores de
tumor, porém isso nao ocorreu (figura 5D). A auséncia deste efeito do celecoxibe foi
provavelmente causada pela melhora da resposta periférica a insulina (Figura 6B), o
que pode ter aumentado a captacéo de glicose pelos tecidos.

Realmente, o tratamento com celecoxibe melhorou a diminuicdo da
resposta periférica a insulina dos ratos portadores de tumor Walker-256 (Figura 6B).
A resisténcia a insulina no cancer, a qual pode contribuir para a patogénese da
caquexia (ASP et al.,, 2010; HONORS & KINZIG, 2012), parece ser mediada por
acidos graxos livres, TNF-a e IL-6 (RUAN & LODISH, 2003; CAPURSO &
CAPURSO, 2012). Espécies reativas de oxigénio (EROs) e intermediarios
provenientes do metabolismo dos acidos graxos livres, assim como o TNF-a e a IL-
6, interferem negativamente na cascata de sinalizacdo da insulina (RUAN &
LODISH, 2003; CAPURSO & CAPURSO, 2012), diminuindo a captacao de glicose
pelo tecido adiposo e muscular. Atualmente, sugere-se que a inflamacdo mediada
pela ativagdo de COX-2 e por niveis elevados de PGE;, pode reduzir a sensibilidade
a insulina através da geracédo de EROs. De fato, estudos mostraram que a redugéo
da expressao de COX2 e a inibicdo da sintese de PGE; pelo celecoxibe, diminuiu a

producao de EROs e a resisténcia a insulina e aumentou a captacao de glicose no
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musculo (LIU et al., 2009; TIAN et al., 2011). Entretanto, a auséncia de efeito do
ibuprofeno na resposta periférica a insulina dos ratos portadores de tumor Walker-
256 (Figura 6B) indica que o celecoxibe melhorou a resposta a insulina pela redugao
do crescimento tumoral e nédo pela redugdo da sintese de prostaglandinas. A
melhora da resposta insulinica pelo celecoxibe pode ter contribuido para a reducao
de algumas alteragcdes metabdlicas dos ratos portadores de tumor Walker-256, tais
como a perda de tecido adiposo e massa muscular.

Corroborando outros estudos (ACCO et al., 2007) o celecoxibe também
reduziu a inibicdo da glicélise hepatica dos ratos portadores de tumor Walker-256
(Figura 7F). A inibicdo da glicdlise nestes animais, a partir da glicose exdgena
(VICENTINO et al.,, 2002; MORAIS et al., 2012), pode estar relacionada a
resisténcia a insulina no figado e aos baixos niveis de insulina no sangue dos ratos
portadores de tumor Walker-256 (FERNANDES et al., 1990). A insulina aumenta a
atividade da glicoquinase, enzima que favorece a captacdo de glicose pelo
hepatécito (IYNEDJIAN, 2009), e ratos portadores de tumor Walker-256
apresentaram redugao da atividade da glicoquinase (VICENTINO et al., 2002).

Além de estar envolvida na diminuigdo da resposta a insulina (LIU et
al., 2009; TIAN et al., 2011), estudos mostraram que a PGE; inibiu a secregao de
insulina estimulada por glicose em células B pancreaticas (ROBERTSON et al.,
1987; SEAQUIST et al., 1989), enquanto o tratamento com inibidor seletivo de
COX2 aumentou a secrecgao de insulina tanto in vitro (LUO et al., 2002), como in vivo
(FUJITA et al., 2007). Contudo, a falta de efeito do ibuprofeno na glicélise hepatica
de ratos portadores de tumor (Figura 7B) sugere que a melhora da inibicdo da
glicdlise pelo celecoxibe n&o foi mediada pela redugdo da sintese de
prostaglandinas, mas pela diminuicado dos mediadores da caquexia devido a redugao
do crescimento tumoral.

Corroborando esta sugestdo, o tratamento com celecoxibe, mas nao
com ibuprofeno, reduziu o aumento do numero de leucécitos aderidos a veia porta
(figura 8E) ou infiltrados no parénquima hepatico (figura 8F) dos ratos portadores de
tumor. O aumento da migracao de leucdcitos (macréfagos, neutréfilos e linfocitos) da
circulagao para o parénquima hepatico indica inflamacgao local, aumento da resposta
imunoldgica e consequentemente maior liberagdo de citocinas (OO et al., 2010).
Portanto, a reducao do infiltrado inflamatério no figado de ratos portadores de tumor

tratados com celecoxibe sugere uma menor liberagdo de citocinas, o que pode ter
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contribuido para a melhora da atividade glicolitica hepatica destes animais, visto que
citocinas como TNF-a e IL-6 promovem resisténcia hepatica a insulina, um horménio
estimulador da glicdlise.

Diferentemente dos resultados anteriores, onde o ibuprofeno nao teve
efeito sobre nenhum dos paradmetros afetados pelo tumor Walker-256, tanto o
tratamento com celecoxibe quanto com ibuprofeno foram capazes de reverter a
inibicdo da neoglicogénese hepatica a partir da alanina (figura 9B), piruvato (figura
11B) e lactato (figura 12B) nos ratos portadores de tumor.

A inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina nos ratos portadores
de tumor provavelmente envolveu inibicdo da alanina aminotransferase, como
indicado pela menor produgédo hepatica de piruvato, lactato e ureia (figura 10D),
confirmando resultados do laboratério (MOREIRA et al.,, 2013). A alanina
aminotransferase € uma enzima que converte a alanina em piruvato, com liberacao
de amonia, a qual é utilizada na sintese de ureia. O piruvato resultante é convertido
em lactato, pela lactato desidrogenase, ou em glicose, por uma série de reagdes
catalisadas enzimaticamente (figura 14). Em concordancia com nossa sugestao,
diminuicdo na atividade da alanina aminotransferase (ROSEN et al., 1961;
HERZFELD & GREENGARD, 1972) e maior concentragdo hepatica de alanina
(GOODLAD et al.,, 1990), sugerindo redugdo do catabolismo da alanina, foram
encontradas em figados de ratos portadores de tumor Walker-256.

Os tratamentos com celecoxibe ou ibuprofeno reverteram a inibicao da
producdo de piruvato, lactato e uréia a partir da alanina em ratos portadores de
tumor (figura 10D) possivelmente por melhorarem a atividade da alanina
aminotransferase. Estes efeitos do celecoxibe e ibuprofeno parecem ser mediados
pela redugdo da sintese prostaglandinas, e ndo pela redu¢do do crescimento
tumoral, uma vez que o tratamento com ibuprofeno nao diminuiu o crescimento do
tumor Walker-256.

A inibigdo da neoglicogénese a partir do piruvato (figura 11B) ou lactato
(figura 12B) indica que a menor neoglicogénese a partir da alanina em ratos
portadores de tumor provavelmente envolveu alteragdes em outras etapas da via
neoglicogénica, além da catalisada pela alanina aminotransferase. De fato, a menor
neoglicogénese a partir do piruvato pode decorrer da inibicdo de outras enzimas
chave da via como a piruvato carboxilase, PEPCK, frutose 1,6-bifosfatase e glicose

6-fosfatase (figura 14). No entanto, resultados de nosso laboratério demonstraram
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que ratos portadores de tumor Walker-256 nao apresentam inibicdo da
neoglicogénese a partir do glicerol (MOREIRA et al., 2013), descartando a
possibilidade de inibicdo da frutose 1,6-bifosfatase e glicose-6-fosfatase, as quais
catalisam reacdes apos a entrada do glicerol na via neoglicogénica (figura 14).

Portanto, a inibicdo da neoglicogénese nos ratos portadores de tumor
pode ter sido decorrente da redugao da conversao do piruvato para oxaloacetato,
etapa catalisada pela piruvato carboxilase, e/ou da reducdo da conversdo do
oxaloacetato para fosfoenolpiruvato, etapa catalisada pela PEPCK.

A piruvato carboxilase e PEPCK sao estimuladas por acetil-coA e as
etapas catalisadas por estas enzimas requerem a presenga de NADH e ATP
(DELARUE & MAGNAN, 2007). Considerando que a acetil-coA, o NADH e ATP sé&o
gerados na oxidacdo de acidos graxos (DELARUE & MAGNAN, 2007), uma menor
oxidagao de acidos graxos poderia ser responsavel pela inibicdo da neoglicogénese
a partir da alanina, piruvato e lactato nos ratos portadores de tumor.

Para serem oxidados, os acidos graxos do citoplasma precisam
atravessar as membranas externa e interna da mitocéndria. Ainda no citoplasma, os
acidos graxos sao ativados, tornando-se acil-CoA, a qual atravessa a membrana
mitocondrial interna por meio de um processo dependente de carnitina e das
enzimas carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1), localizada na face externa da
membrana mitocondrial, carnitina palmitoil transferase 2 (CPT2), localizada na face
interna e carnitina-acilcarnitina translocase, que atua entre as duas faces da
membrana interna (FOSTER et al., 2004).

Diversos estudos demonstraram que a atividade das CPTs esta
reduzida no figado de ratos portadores de tumor Walker-256 (SEELAENDER et al.,
1998; VICENTINO et al.,, 2002; LIRA et al.,, 2010). Seelaender e cols. (1998)
mostraram inibicdo da CPT2, enquanto Vicentino e cols. (2002) observaram redugao
de aproximadamente 50% na atividade da CPT1, o que acarretou em diminuigdo da
cetogénese a partir de acidos graxos nos figados de ratos portadores de tumor
Walker-256. A menor atividade das CPTs resulta em redug¢ao da oxidacado de acidos
graxos nos hepatocitos e consequentemente em menor produgcdo de acetil-coA,

NADH e ATP, fatores estimuladores da neoglicogénese.



63

Figura 14. Neoglicogénese a partir da alanina, piruvato, lactato e glicerol, e as principais
enzimas que regulam a via. OAA, oxalacetato; PEP, fosfoenolpiruvato; 2-PGA, 2-
fosfoglicerato; 3-PGA, 3-fosfoglicerato; 1,3-DPGA, 1,3-difosfoglicerato; GAP, gliceraldeido 3-
fosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; Glicerol-P, glicerol fosfato; Fru-1,6-P,, frutose 1,6-
bifosfato; Fru-6-P, frutose 6-fosfato; Gli-6-P, glicose 6-fosfato; PEPCK, fosfoenolpiruvato
carboxiquinase.
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De fato, no presente estudo os figados de ratos portadores de tumor
Walker-256 apresentaram concentracao reduzida de ATP (figura 13), corroborando
outros estudos (CORBELLO PEREIRA et al., 2004). Além disso, os tratamentos com
celecoxibe ou ibuprofeno aumentaram os niveis reduzidos de ATP e reverteram a
inibicdo da neoglicogénese nos ratos portadores de tumor. Como nos estudos os
animais foram submetidos a 24 horas de privacdo alimentar, para deplecdo do
glicogénio hepatico, a maior parte do ATP do figado provavelmente se originou da [3-
oxidacao mitocondrial de acidos graxos e ndo da glicdlise.

O controle da expressao da CPT2 em figado de ratos portadores de
tumor parece ser modulado, dentre outros fatores, pela PGE2. Seelaender e cols.
(1998) mostraram que o tratamento com indometacina, um AINEs, aumentou a
atividade da CPT2 no figado de ratos portadores de tumor Walker-256. Assim, o
celecoxibe ou ibuprofeno também podem ter aumentado a atividade das CPTs,
aumentando a oxidagado de acidos graxos e consequentemente a geracao de acetil-
coA, NADH e ATP, revertendo a inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina,
piruvato e lactato no figado de ratos portadores de tumor.

Uma reducao da concentracao de ATP, promovida pelo TNFa, poderia
também contribuir para a inibigdo da neoglicogénese nos ratos portadores de tumor.
Foi verificado que a administracdo de TNFa em ratos inibiu a neoglicogénese
hepatica a partir da alanina e do lactato (KELMER-BRACHT et al., 2006; DA ROCHA
et al., 2013) e que o TNFa aumentou os niveis de RNAm de proteinas
desacopladoras (UCP2 e UCP3) (BUSQUETS et al., 1998) e induziu o
desacoplamento da respiragdo mitocondrial (BUSQUETS et al., 2003), um efeito que
reduz a sintese de ATP. Contudo, estudos do nosso laboratério mostraram que o
tratamento com um anticorpo inibidor de TNFa (infliximabe), ndo teve efeito na
inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina em ratos portadores de tumor Walker-
256 (MIKSZA, 2011), demonstrando que o TNFa n&o € um mediador importante da
inibicdo da neoglicogénese induzida pelo tumor Walker-256.

Nossos achados de que tanto o celecoxibe quanto o ibuprofeno
reverteram a inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina, piruvato e lactato,
independente do efeito destes farmacos sobre o crescimento tumoral, demonstram o
papel central das prostaglandinas na inibigdio da neoglicogénese em ratos

portadores de tumor Walker-256.
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CONCLUSAO

Os resultados permitiram concluir que:

O tratamento de ratos portadores de tumor Walker-256 com celecoxibe, porém
nao com ibuprofeno, reduziu o crescimento tumoral e aumentou as areas de
necrose e sinais de apoptose no tumor, provavelmente por mecanismos
independentes da inibicdo da COX2/PGE,.

O tratamento com celecoxibe, mas ndao com ibuprofeno, reduziu a perda de
massa corporal, massa do tecido adiposo retroperitoneal, massa dos musculos
gastrocnémio e EDL, os niveis plasmaticos elevados de triacilglicerol, ureia e
lactato, a inibicdo da resposta periférica a insulina e da glicélise hepatica em ratos
portadores de tumor Walker, provavelmente por redugdo da massa tumoral e nao

por diminuir a sintese de prostaglandinas.

Os tratamentos com celecoxibe ou ibuprofeno ndo alteraram a menor ingestao
alimentar de ratos portadores de tumor Walker-256, sugerindo que as
prostaglandinas ndao sao os principais mediadores envolvidos na anorexia
associada ao tumor Walker-256. Os tratamentos com celecoxibe ou ibuprofeno
também nao alteraram a redugdo da glicemia de ratos portadores de tumor,

provavelmente devido a uma melhora na resposta periférica a insulina.

Ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com celecoxibe, mas ndo com
ibuprofeno apresentaram redugdo do numero de leucécitos aderidos a veia porta
ou infiltrados no parénquima hepatico, sugerindo uma menor liberagdo de
citocinas no figado, o que pode ter contribuido para a melhora da inibigdo da

glicélise nos ratos portadores de tumor.

Tanto o tratamento com celecoxibe quanto com ibuprofeno reverteram a inibigao
da neoglicogénese hepatica a partir da alanina, lactato e piruvato, a inibicdo da
producdo de ureia, lactato e piruvato a partir da alanina e a reducdo da
concentracdo hepatica de ATP dos ratos portadores de tumor Walker-256,
sugerindo um efeito importante das prostaglandinas na inibicdo da

neoglicogénese hepatica.
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