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QUINTILHANO, Deébora Luiza. Avaliagdo do efeito da lixisenatida sobre o
crescimento tumoral e as alterag6es metabdlicas induzidas pelo tumor Walker-
256 em ratos. 2018. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) —
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RESUMO

Hipoinsulinemia e resisténcia insulinica tém sido observadas na caquexia do cancer.
Entretanto, poucos estudos tém avaliado o efeito de agentes secretagogos e
sensibilizadores da insulina, como o0s agonistas de receptores do peptideo
semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), na prevencdo da caquexia do cancer. O
presente estudo investigou os efeitos da lixisenatida, um agonista de receptores de
GLP-1, sobre o crescimento tumoral e parAmetros relacionados a caquexia-anorexia
em ratos portadores de tumor Walker-256. Para tanto, os animais foram divididos
nos seguintes grupos: ratos saudaveis tratados com solucao salina, ratos portadores
de tumor Walker-256 tratados com solucdo salina e ratos portadores de tumor
Walker-256 tratados com lixisenatida. A lixisenatida (50 pg.kg?), ou salina, foi
administrada subcutaneamente, uma vez ao dia, por 6 dias, iniciando no mesmo dia
da inoculacdo das células tumorais. No 3°, 4° e 5° dias apOs a inoculacdo das
células tumorais avaliou-se a ingestdo alimentar. No 6° dia de desenvolvimento
tumoral foram avaliadas as massas corporal, tumoral, dos tecidos adiposos
retroperitoneal e epididimal e dos musculos gastrocnémio e extensor digital longo
(EDL), a secrecdo de insulina, a resposta periférica a insulina e as concentracées
plasmaticas de glicose, insulina, triacilglicerdis, lactato e ureia. O tratamento com
lixisenatida ndo alterou o crescimento tumoral e a ingestdo alimentar e acentuou a
perda de massa corporal em ratos portadores de tumor Walker-256. A reducéo da
massa corporal encontrada nos ratos portadores de tumor deveu-se a perda de
tecido adiposo. O tratamento com lixisenatida também néo foi capaz de melhorar a
secrecdo de insulina e a resposta periférica a insulina e de prevenir o aumento das
concentracbes plasméaticas de triacilglicerol e lactato e a reducdo da glicemia e
insulinemia dos ratos portadores de tumor. Portanto, o tratamento com lixisenatida,
além de ndo atenuar a caquexia, ainda promoveu perda de massa corporal nos ratos
portadores de tumor Walker-256.

Palavras-chave:Cancer. Caquexia. Alteracbes metabdlicas. Hipoinsulinemia.
Lixisenatida. Agonista de receptores do peptideo semelhante ao
glucagon-1.
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ABSTRACT

Hypoinsulinemia and insulin resistance have been observed in cancer cachexia.
However, few studies have evaluated the effect of insulin secretagogues and
sensitizers, such as glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor agonists, in preventing
cancer cachexia. The present study investigated the effects of lixisenatide, a GLP-1
receptor agonist, on tumor growth and cachexia-anorexia related parameters in
Walker-256 tumor-bearing rats. For this, the animals were divided into the following
groups: healthy rats treated with saline, Walker-256 tumor-bearing rats treated with
saline and Walker-256 tumor-bearing rats treated with lixisenatide. Lixisenatide (50
Mg.kg?t), or saline, was administered subcutaneously once daily for 6 days starting
the same day of tumor cell inoculation. At the 3rd, 4th and 5th days after inoculation
of the tumor cells, the alimentary ingestion was evaluated. On the 6th day of tumor
development, the masses of the body, tumor, retroperitoneal and epididymal adipose
tissues and gastrocnemius and long digital extensor (EDL) muscles, insulin
secretion, peripheral insulin response and plasma concentrations of glucose, insulin,
triacylglycerols, lactate and urea were evaluated. Treatment with lixisenatide did not
alter tumor growth and food intake and accentuated the loss of body mass in Walker-
256 tumor-bearing rats. The reduction in body mass found in tumor-bearing rats was
due to the loss of adipose tissue. Treatment with lixisenatide was also not able to
improve insulin secretion and peripheral response to insulin and to prevent the
increase of plasma concentrations of triacylglycerol and lactate and the reduction of
glycemia and insulinemia of the tumor-bearing rats. Therefore, treatment with
lixisenatide, in addition to not attenuating cachexia, also promoted loss of body mass
in Walker-256 tumor-bearing rats.

Keywords: Cancer. Cachexia. Metabolic changes. Hypoinsulinemia. Lixisenatide.
Glucagon-like peptide-1 receptor agonist.
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1. INTRODUCAO

O céncer € uma das principais causas de morte em todo o mundo. Segundo
estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, € responsavel por aproximadamente
1 em cada 6 mortes em todo o mundo. Mais de 14 milhdes de pessoas desenvolvem
cancer a cada ano, e este numero deverd aumentar para mais de 21 milhdes até
2030 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Destas mortes, aproximadamente
50% esta relacionada com uma sindrome complexa, a caquexia do cancer
(TISDALE, 2009).

A caquexia do céncer é caracterizada por perda progressiva de peso
corpéreo, ocasionada por um desequilibrio metabdlico, onde ocorre predominio do
catabolismo e anorexia (TISDALE, 2005; BENNANNI-BAITI; WALSH, 2009). Neste
quadro h& alteracbes no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, bem
como hipoinsulinemia (FERNANDES et al., 1990; CONLON et al., 1993; COSTELLI
et al., 1999; MASTROCOLA et al., 2008), baixa razdo insulina:glucagon (INCULET
et al.,, 1987; KNAPP et al.,, 1991; TESSITORE; COSTELLI; BACCINO, 1993;
BARTLETT; CHARLAND; TOROSIAN, 1994; BARTLETT; CHARLAND; TOROSIAN,
1995) e resisténcia a insulina, com intensa perda de massa muscular, acompanhada
ou ndo de perda de massa adiposa (ARGILES; BUSQUETS; LOPEZ-SORIANO,
2005; GORDON; GRENN; GOGGIN, 2005; EVANS et al., 2008; TISDALE, 2010;
WAGNER; PETRUZZELLI, 2015).

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

as alterac6es metabdlicas e desenvolvimento da caquexia (TISDALE, 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartlett%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Charland%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torosian%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartlett%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Charland%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torosian%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torosian%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7906609
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Considerando que a hipoinsulinemia e a baixa razao insulina:glucagon estao
associadas ao hipercatabolismo, é possivel que a melhora da secrecao de insulina,
por agentes farmacolégicos, amenize a perda de massa corporal e outras alteracdes
metabdlicas associadas ao cancer. E também possivel que o aumento da raz&o
insulina:glucagon reduza a oferta de nutrientes para as células tumorais e
desfavoreca o desenvolvimento tumoral.

Ha relato de que o tratamento cronico com exendine-4, um agonista de
receptores do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), obtido inicialmente da
glandula salivar do lagarto Heloderma suspectum, preveniu a hipoinsulinemia em
ratos portadores de sarcoma de Yoshida. Também reduziu o crescimento do tumor,
preveniu a perda de peso corporal e o desenvolvimento de parametros de caquexia
do cancer em ratos com menor crescimento tumoral (HONORS; KINZIG, 2014).

O GLP-1 é uma incretina secretada pelas células L do trato gastrintestinal em
resposta a uma refeicdo. O GLP-1 diminui a glicemia por aumentar a secrecédo de
insulina e diminuir a secrecdo de glucagon. Efeitos adicionais de GLP-1 incluem o
retardo do esvaziamento gastrico, a supressao do apetite e, potencialmente, a
inibicdo da apoptose de células B (MADSBAD et al., 2011; FINEMAN et al., 2012;
MEIER, 2012; PETERSEN; CHRISTENSEN, 2013; LUND; KNOP; VILSB@LL, 2014;
WERNER, 2014; LINDAMOOD; TAYLOR, 2015).

O GLP-1 aumenta a secregao de insulina pelas células B pancreaticas de
forma dependente da concentracdo de glicose e melhora todos os passos da
biossintese de insulina, bem como de sua transcricdo génica. O efeito de
potenciacdo da secrecdo de insulina esta ausente em concentracdes de glicose
plasmatica inferiores a 4 mM, resultando em um baixo risco de hipoglicemia
(FINEMAN et al., 2012; PETERSEN; CHRISTENSEN, 2013).

Em roedores, o GLP-1 tem efeitos tréficos nas células B pancreaticas e, em
ilhotas pancreaticas isoladas de humanos, o GLP-1 tem demonstrado inibir a
apoptose de células B. A secrecado de glucagon e, assim, a producdo hepatica de
glicose € inibida pelo GLP-1. Equivalente ao efeito sobre a secrecéo de insulina, a
supressdo da secrecdo de glucagon € dependente da concentracdo de glicose e,
desta forma, o GLP-1 néo tem qualquer efeito inibitdrio sobre a secrecdo de
glucagon quando as concentragdes de glicose no plasma estdo baixas (<3,7 mM).
Portanto, a resposta contrarreguladora do glucagon esta preservada para
hipoglicemia (FINEMAN et al., 2012; PETERSEN; CHRISTENSEN, 2013).
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Além disso, estudos em modelos animais diabéticos resistentes a insulina e
em pacientes diabéticos tipo 2 sugerem que agonistas de receptores de GLP-1
reduzem a resisténcia a insulina. Porém, n&o esta claro se este efeito sensibilizador
da insulina ocorre em virtude da perda de peso promovida por estes farmacos ou por
mecanismo independente (FINEMAN et al., 2012).

O GLP-1 parece modular uma ampla gama de efeitos fisiologicos, além da
regulacédo da glicemia e controle do metabolismo. Receptores de GLP-1 (GLP-1Rs)
foram identificados nas células a, B e & pancreéticas, no trato gastrintestinal, bem
como em varias regides do sistema nervoso central, coracdo, pulmdes, musculatura
lisa vascular, células endoteliais e macréfagos (BAGGIO; DRUCKER, 2007; FORST;
PFUTZNER, 2013; HOLSCHER, 2014).

O GLP-1 promove seus efeitos bioldgicos através da ativacdo de seus
receptores presentes na membrana plasmatica de suas células alvo. Os GLP-1Rs
pertencem a classe de receptores acoplados a proteina G. O sitio de ligacao do
GLP-1 encontra-se na regido extracelular N-terminal, enquanto dominios
intracelulares distintos sdo essenciais para o acoplamento do receptor as proteinas
G especificas como Gs, Gq, Gi e GO, conduzindo diferentes vias de transducao de
sinal, como ativacdo ou inibicdo da adenilatociclase, ativacdo da fosfolipase C,
proteina quinase dependente de AMPc (PKA), proteina quinase C (PKC),
fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K), proteina trocadora diretamente ativada por AMPc
(Epac?2) e proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK). Os GLP-1Rs apresentam
diversas acbes no pancreas. Nas células [ pancreaticas, estimulam a
adenilatociclase, o que resulta no aumento da concentracdo de adenosina
monofosfato ciclica (AMPc) e consequente inducdo da secre¢do de insulina
(THORENS, 1992; MONTROSE-RAFIZADEH et al., 1999; BAGGIO; DRUCKER,
2007; SLOORP et al., 2010).

Como o GLP-1 é rapidamente degradado pela dipeptidil-peptidase-4 (DPP-4),
tendo meia-vida plasmatica de 2 a 3 minutos, agonistas de GLP-1R, versfes
sintéticas de exendina-4, tém sido desenvolvidos para proporcionar acdo mais
prolongada in vivo (FINEMAN et al., 2012; MEIER, 2012; LUND; KNOP; VILSB@LL,
2014).

Agonistas de GLP-1R diferem em relacdo as suas estruturas moleculares e
aos seus perfis farmacocinéticos. Exenatida e lixisenatida, agonistas de GLP-1Rs de

curta acdo derivados da exendina-4, possuem meia-vida plasmatica de
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aproximadamente 2 a 4 horas, enquanto liraglutide, um agonista de GLP-1Rs de
longa acdo, possui meia-vida plasmética de aproximadamente 11 a 15 horas.
Agonistas de GLP1-Rs de liberacdo prolongada, como albiglutida, dulaglutida,
semaglutida e exenatida de liberacdo prolongada, apresentam meia-vida plasmatica
que varia de 4 a 8 dias (MEIER, 2012; MARATHE et al., 2013; LORENZ et al., 2013;
LUND; KNOP; VILSB@LL, 2014).

A lixisenatida, disponivel comercialmente como Lyxumia®, é uma versao
sintética de curta acao de exendina-4, desenvolvido recentemente para o tratamento
do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (BARNETT, 2011; MADSBAD et al.,, 2011,
FINEMAN et al., 2012; MEIER, 2012; HOROWITZ; RAYNER; JONES, 2013;
BROWN; BUTLER; EVANS, 2014; LUND; KNOP; VILSB@LL, 2014; ROSENSTOCK
et al., 2014; SCHMIDT et al., 2014).

Lixisenatida € um peptideo sintético contendo 44 aminoécidos, cuja estrutura
quimica foi baseada na de exendine-4; a diferenca entre ambos consiste na delecéo
de um residuo de prolina e na adicdo de seis residuos de lisina na terminacéo
carboxilica. Além disso, a lixisenatida esta protegida contra a clivagem por DPP-4
devido a uma substituicdo de aminoacidos na segunda posi¢cdo N-terminal (MEIER,
2012). Essas alteracfes resultam em meia-vida plasmatica de 2 a 4 h ap6s injecédo
subcutanea. Sua meia-vida plasmatica relativamente curta sugeriria a administracado
de duas doses diarias. Porém, por possuir afinidade e seletividade aproximadamente
quatro vezes maior do que o GLP-1 pelo receptor, a lixisenatida € administrada
somente uma vez ao dia (MADSBAD et al., 2011; FINEMAN et al., 2012; FORST;
PFUTZNER, 2013; LUND; KNOP; VILSB@LL, 2014; McCLEAN; HOLSCHER, 2014).

Em estudos com ilhotas pancreaticas, a lixisenatida foi capaz de manter a
funcdo e a massa de células B pancreaticas por estimular a proliferacdo e a
neogénese e por inibir a apoptose destas células (WERNER et al., 2010; BARNETT,
2011; BOLLI; OWENS, 2014). Administracdo de lixisenatida (50 pg.kg?.dia?, 6
semanas) em ratos Zucker diabéticos e obesos preservou a primeira e a segunda
fases de secrecéo de insulina estimulada por glicose e a secrec¢éo total de insulina,
engquanto que ratos ndo tratados apresentaram reducao progressiva da secrecao de
insulina e perda do padréo bifasico de secre¢éao durante o desenvolvimento do DM2.
Os ratos tratados com lixisenatida também apresentaram supressdo da secrecéo de
glucagon em resposta a altas concentracdes de glicose (WERNER et al.,, 2010;

BARNETT, 2011). Em pacientes diabéticos, a lixisenatida também restaurou a
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primeira e a segunda fase de secrecdo de insulina estimulada por glicose para
padrbes observados em pacientes saudaveis e manteve a resposta
contrarreguladora glicémica do glucagon a hipoglicemia, apesar de inibir a secrecao
de glucagon em resposta ao aumento da glicemia (WERNER et al., 2010; FORST,
PFUTZNER, 2013; BOLLI; OWENS, 2014).

Em estudos realizados em pacientes com DM2, lixisenatida promoveu
reducdo da glicemia de jejum e, principalmente, reducédo da glicemia pos-prandial
(FINEMAN et al., 2012; LORENZ et al., 2013; HOROWITZ; RAYNER; JONES, 2013;
BOLLI; OWENS, 2014; McCLEAN; HOLSCHER, 2014). A reducéo da glicemia pés-
prandial é promovida principalmente pelo retardo do esvaziamento gastrico, o que
promove reducdo do pico glicémico e, portanto, menor secrecdo de insulina pelas
células B pancreaticas (MEIER, 2012; ROSENSTOCK et al., 2014). Além disso,
como a lixisenatida promove supressdo da secrecdo de glucagon pelas células a
pancreaticas em resposta ao aumento da glicemia, isto também contribuiria para a
reducdo da glicemia pos-prandial (SLOOP et al.,, 2010; KAPITZA et al., 2013;
LORENZ et al., 2013; FORST; PFUTZNER, 2013).

Além de facilitar a liberacao de insulina e inibir a secrecao de glucagon pelo
pancreas, agonistas de GLP-1Rs tém apresentado efeitos anti-inflamatérios em
animais e humanos (MARATHE et al.,, 2013; SEUFERT; GALLWITZ, 2013,
HOLSCHER, 2014; LENNOX; FLATT; GAULT, 2014; McCLEAN; HOLSCHER,
2014), os quais também podem ser benéficos em algumas alteraces metabdlicas
associadas ao cancer, uma doenca inflamatoria.

Agonistas de GLP-1Rs, como a lixisenatida, sao particularmente benéficos no
tratamento de pacientes com DM2 obesos, para quem o ganho de peso é um risco
clinico relevante, em especial naqueles com risco de hipoglicemia e com
comorbidades, tais como doencas cardiovasculares, por impedirem o ganho de peso
ou promoverem reducao do peso corporal (WERNER et al., 2010; BARNETT, 2011;
MEIER, 2012; FORST; PFUTZNER, 2013; HOROWITZ; RAYNER; JONES, 2013;
BOLLI; OWENS, 2014; LUND; KNOP; VILSB@LL, 2014; ROSENSTOCK et al., 2014;
SCHMIDT et al., 2014).

Como a caquexia do cancer é caracterizada por perda progressiva de peso
corporeo (TISDALE, 2005; BENNANNI-BAITI; WALSH, 2009), o efeito de agonistas
de GLP-1Rs sobre o peso corporal poderia ser um fator limitante para seu emprego

no tratamento da caquexia. Entretanto, Honors e Kinzig (2014) demonstraram que o
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tratamento crbnico com exendine-4 de ratos portadores de sarcoma de Yoshida
preveniu a perda de peso corporal e o desenvolvimento de parametros de caquexia
do cancer em ratos com menor crescimento tumoral.

Como a lixisenatida € um peptideo sintético cuja estrutura quimica foi
baseada na de exendine-4, torna-se relevante investigar seus efeitos sobre o
crescimento tumoral e as altera¢cdes metabdlicas induzidas pela caquexia do cancer.

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

Considerando que portadores de cancer frequentemente apresentam
hipoinsulinemia, baixa raz&o insulina:glucagon e resisténcia a insulina, alteracées
gue podem contribuir para as desordens metabdlicas associadas a caquexia
neoplasica, o presente estudo foi realizado para avaliar o efeito da lixisenatida,
agonista de GLP-1R conhecido por aumentar a secre¢ao de insulina e reduzir a de
glucagon, sobre varios distlrbios metabdlicos induzidos pelo tumor Walker-256 em

ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o efeito da lixisenatida sobre o crescimento tumoral, a secre¢ao
de insulina, a resisténcia a insulina, a caquexia e outras alteracdes metabdlicas

induzidas pelo tumor Walker-256 em ratos.

2.2 Especificos

Avaliar, em ratos portadores de tumor Walker-256, o efeito da
administracdo de lixisenatida sobre:
— Crescimento tumoral,
— Ingestao alimentar;
— Parametros relacionados a caquexia (massas corporea, muscular e adiposa);
— Parametros metabdlicos plasméaticos (glicose, insulina, triacilglicerol, lactato e
ureia);
— Secrecao de insulina;

— Resposta periférica a insulina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Drogas

A lixisenatida (Lyxumia®) foi adquirida da Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda
(Sao Paulo, Brasil) e a insulina regular (Humalog®) da Eli Lilly do Brasil Ltda (Rio de
Janeiro, Brasil). Os demais reagentes foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St
Louis, USA), Merck & Co (Darmstad, Germany) ou Laborclin (Pinhais/PR, Brasil).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar, pesando entre 220-230 g,
com livre acesso a agua e alimentados a vontade com dieta padrdo para roedores
(Nuvilab®). Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Estadual de Londrina e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas, 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 variagbes circadianas. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Londrina (CEUA/UEL, n° de registro 09600).

3.3 Implantagao do tumor Walker-256 e protocolo de tratamento

O tumor Walker-256 é um carcinossarcoma de origem espontanea de
glandula mamaéria de rata prenhe (EARLE, 1935). Este tumor apresenta um rapido
crescimento e pode se desenvolver de forma sélida e também ascitica (AGOSTINO;
CLIFFTON, 1965; CALDAROLA et al., 1968). O modelo de estudo da sindrome da
caquexia/anorexia por meio da implantacdo do tumor Walker-256 em ratos €
considerado adequado (GUAITANI et al., 1982), pois em curto espaco de tempo
apos a inoculagéo, pode-se verificar uma consideravel reducédo no peso do animal,
catabolismo acentuado de proteinas, lipideos e carboidratos, além da reducdo na

ingestao alimentar (anorexia). Decorridos 14 dias apos a implantacdo do tumor, a
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massa tumoral geralmente representa uma fragdo consideravel do peso do animal e
a morte ocorre apoés este periodo (VICENTINO et al., 2002).

No presente estudo, células Walker-256 foram mantidas através de
passagens semanais por inoculacdo asséptica intraperitoneal de 1,0x10°
células/animal. Apos 7 dias de crescimento ascitico, 0s animais, anestesiados com
tiopental sédico (50 mg.kg? IP), foram eutanasiados por deslocamento cervical e o
exsudato peritoneal foi retirado e submetido a centrifugacéo diferencial a 4°C, 2500
rom, durante 15 minutos, para obtencdo das células tumorais. As células foram
ressuspensas em tampéao salina fosfato (PBS: fosfato 16,5 mM, NaCl 137 mM e KCI
2,7 mM, pH 7,4) e sua viabilidade foi avaliada pelo método de exclusdo do azul de
tripan em camara de Neubauer.

Em um grupo de ratos, posteriormente denominados de grupo tumor,
foram inoculadas com 8,0x107 células tumorais viaveis/animal, subcutaneamente, no
flanco direito traseiro. Em outro grupo de ratos, posteriormente denominados de
grupo saudavel, foi inoculado PBS no mesmo local. Para este procedimento, os
animais foram previamente anestesiados com tiopental sédico (50 mg.kg* IP).

Em seguida, os animais foram divididos nos seguintes grupos:
» Grupo saudavel tratado com salina (SS): ratos sem tumor, submetidos a
administragao subcutanea de salina uma vez ao dia, por 6 dias.
» Grupo tumor tratado com salina (TS): ratos portadores de tumor Walker-256,
submetidos a administracéo subcutanea de salina uma vez ao dia, por 6 dias.
» Grupo tumor tratado com lixisenatida (TL): ratos portadores de tumor Walker-

256, submetidos a administragdo subcutanea de lixisenatida, 50 ug.Kg*.dia?,

por 6 dias.

Os tratamentos foram iniciados no mesmo dia da inoculagéo das células
tumorais. A dose de lixisenatida utilizada, 50 pg.Kg.dial, foi baseada em estudos
prévios (WERNER et al., 2010; HOLSCHER, 2014; WERNER, 2014). Os
experimentos foram realizados 6 dias apds o tratamento com lixisenatida ou salina.
Para avaliacdo de parametros metabolicos plasmaticos, os animais foram
submetidos a jejum de 24 horas, para retirar a influéncia da anorexia e do menor

conteudo de glicogénio hepético dos ratos portadores de tumor Walker-256.
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3.4 Avaliagao de crescimento tumoral, parametros relacionados a anorexia-

caquexia e parametros metabdlicos plasmaticos

Nestes experimentos, logo apds a inoculagdo do tumor, os ratos foram
alojados em gaiolas metabdlicas individuais para a analise da ingestdo alimentar, a
qual foi avaliada pela diferenga entre a quantidade de rac&o ofertada e a sobra da
racdo em um periodo de 24 horas, no 3°, 4° e 5° dias de tratamento. Para calcular a
guantidade diaria ingerida por 100 gramas de peso corporal (g%), foi utilizada a
seguinte equacao, onde: ia= ingestao alimentar em gramas; mc= massa corpoérea do

animal; mt= massa do tumor.

ia (g%) = —2 %100
mc—mt

Posteriormente (6° dia de tratamento), os animais foram pesados,
anestesiados com tiopental sédico (50 mg.kg™? IP) e laparotomizados para coleta de
amostras de sangue da veia cava inferior para avaliacdo das concentracdes
plasméticas de glicose, insulina, triacilglicerol, lactato e ureia. Em seguida, os ratos
foram eutanasiados por dessangramento e o tumor, tecidos adiposos retroperitoneal
e epididimal e os muasculos gastrocnémio e extensor digital longo (EDL) foram
cuidadosamente dissecados e pesados e o tecido pancreatico foi coletado para o
isolamento das ilhotas pancreéticas. As massas dos tecidos foram expressas por
100 gramas de peso corporal (g%), de acordo com a equacdo a seguir, onde: m=

massa do tecido; mec= massa corporea; mt= massa do tumor.

m(g%) = —1 %100
mc—mt

3.5 Isolamento das ilhotas pancreaticas

A obtencéo das ilhotas pancreaticas foi realizada pelo método da digestao
do pancreas exocrino pela colagenase, de acordo com técnicas ja estabelecidas
(CURI et al., 1990; FERNANDES et al., 1996). Foi realizada a laparotomia mediana e

a exposicao do ducto biliar comum que foi clampeado na sua extremidade distal e
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dissecado proximo ao pediculo hepético, por onde foi introduzida uma canula de
polietileno e injetados, por via retrégrada, cerca de 20 mL de solucdo de colagenase a
0,7mg/mL (Collagenase Type V — Sigma Chemical Co.) em Hanks. A solucdo de
Hanks contém NacCl 8,00 g/L, KCI 0,40 g/L, CaCl2 0,14 g/L, MgS04.7H20 0,20 g/L,
NaH2PO4 0,48 g/L, KH2PO4 0,06 g/L, NaHCO3 0,35 g/L, H20 (gsp): 1,00 L.

A solucao flui através dos ductos pancreéticos, provocando a divulsdo do
tecido acinar. O pancreas foi entdo retirado e colocado em placa de Petri para
disseccdo de ganglios linfaticos, tecido adiposo e vasos sanguineos e fragmentado
em pedacos e depositado em tubo de ensaio de 9,5 x 5 cm. O tubo foi colocado em
banho a 37 °C durante 25 minutos. A seguir, foi agitado manualmente a 37 °C por 1
minuto para a digestdo da porcdo exocrina do pancreas. O conteudo foi transferido
para um becker com solucédo de Hanks e lavado 4 vezes. Em placa de Petri foi feita
a coleta das ilhotas pancreéaticas com o emprego de micropipeta e microscopio, as

quais foram utilizadas nos ensaios de secrecao estatica de insulina.

3.6 Secrecao estatica de insulina

Grupos de 5 ilhotas em triplicata de cada animal em experimento foram
adicionados em tubos eppendorf contendo 0,5 ml de Krebs-Henseleit, suplementado
com albumina bovina (0,1%). As ilhotas foram pré-incubadas durante 30 minutos em
Krebs-Henseleit contendo 5,6 mM glicose em banho-maria a 37°C e incubadas
durante 1h em 5,6 ou 16,7 mM glicose. Terminada a incubacéo, os tubos foram
mantidos em banho de gelo onde o sobrenadante foi removido e estocado a —20°C
para posterior dosagem de insulina por raioimunoensaio. As ilhotas foram
posteriormente ressuspensas em 450 uL de solugéo de alcool acido (52 etanol: 17
agua: 1 acido cloridrico) e rapidamente sonicadas, provocando o rompimento das
células para dosagem do conteudo intracelular de insulina. Os dados foram
expressos atraves da normalizacéo da secrec¢ao pelo contetudo de insulina.

A quantidade de insulina secretada no meio de incubacdo, presente
intracelularmente ou oriunda da amostra de soro do animal foi determinada por
radioimunoensaio, por meio de quantidades conhecidas de anticorpo e do hormdnio
marcado radioativamente (insulina marcada com iodo — %1, Genese) e uma

guantidade desconhecida de horménio ndo-radioativo (amostra). As duas formas do
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hormonio, radioativos e ndo-radioativos, competem por um mesmo numero de locais
de ligacdo ao anticorpo. O complexo insulina-anticorpo marcado formado foi
precipitado com polietilenoglicol (PM 6000) e dosado em contador tipo gama
(PerkinElmer, Turku, Finlandia). Uma curva padrao foi preparada, na qual a relacéo
ligado/livre para o hormonio radioativo foi plotada como fungéo da concentracao do
horménio n&o-radioativo. A seguir, a curva padréo foi utilizada para determinar a

concentracédo do horménio em cada amostra.

3.7 Avaliagao da resposta periférica a insulina

A resposta glicémica para insulina foi avaliada por meio do teste de tolerancia
a insulina (ITT) em ratos alimentados. Para tanto, os ratos foram anestesiados com
tiopental sédico (50 mg.kg™! IP) e laparotomizados, e a insulina regular (0,25 U/kg)
foi administrada endovenosamente (veia cava inferior). Amostras de sangue foram
coletadas da veia cava inferior no tempo O (basal - antes da injecao de insulina) e
nos tempos 5, 10 e 15 minutos apds a injecdo de insulina para avaliacdo da
glicemia. A constante de decaimento da glicose no plasma (kITT), um indicador da
resposta periférica a insulina, foi calculada a partir da regressao linear dos valores
de glicemia obtidos no ITT, entre 5 e 15 minutos ap6s a administracao de insulina,
intervalo onde ocorre a fase linear de queda da glicemia (BONORA et al., 1989;
SERAPHIM; NUNES; MACHADO, 2001).

3.8 Procedimentos analiticos

3.8.1 Determinacao da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose no plasma foi medida pelo método da glicose-
oxidase (Bergmeyer e Bernt, 1974). Neste método, a glicose é oxidada
enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a &cido gluconico e peroxido de
hidrogénio (H202). O H202, em presenca de peroxidase (POD), produz a ligagédo
oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e da origem a um cromégeno com
maximo de absorcdo em 505 nm de comprimento de onda. O esquema a seguir

resume estas reagoes:
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glicose + O2 + H2O €92, Acido glucbnico + H20:2

2H202 + 4-AF + fenol 222_4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H20

3.8.2 Determinagé&o da concentragao de triacilglicerol

A concentracdo de triacilglicerol no plasma foi determinada por método
enzimatico baseado na reacao de Trinder (1969). Neste método, os triacilgliceréis
sao convertidos pela lipase a glicerol e acidos graxos, o glicerol a glicerol-1-fosfato
pela glicerolqguinase e o (glicerol-1-fostato (G-1-P) resultante é oxidado
enzimaticamente pela glicerol-1-fosfato oxidase a peréxido de hidrogénio e di-
hidroxiacetona fosfato. O perdoxido de hidrogénio, em presenca da peroxidase
(POD), produz a ligacao oxidativa do 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonato (DHBS)
com a 4-aminoantipirina (4-AAP) e d& origem a um cromégeno com o0 maximo de

absorcdo no comprimento de onda de 505 nm.

triacilglicerol  _'ras¢___ glicerol + acidos graxos

glicerol + ATP _dlicerolquinase glicerol-1-fosfato + ADP

glicerol-1-fosfato + O2 &P ,di-hidroxiacetona fosfato + 2H202 + 4-AAP +

DHBS P92, quinoneimina + 2 H20

3.8.3 Determinacao da concentracao de lactato

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

concentracéo de lactato e medida espectrofotometricamente a 340 nm.

lactato + NAD* _PH piruvato + NADH + H*

3.8.4 Determinacao da concentracao de ureia
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A concentragdo de ureia no plasma foi determinada por método enzimético,
de acordo com a técnica de Gutmann e Bergmeyer (1974), no qual a ureia é
hidrolisada pela urease a amdnia e gas carbbnico. A ambnia reage em pH alcalino
com hipoclorito de sodio e fenol, sob acédo catalisadora do nitroprussiato de soédio,
para formar azul de indofenol, como segue adiante. A concentragdo de azul de
indofenol é proporcional a concentragdo de ureia na amostra e é medida

espectrofotometricamente a 600 nm.

ureia + HoO urease 2NHs + CO2
2NH3 + 2NaCIO ———2NH2Cl + 2NaOH

2NH2Cl + 2 fenol + 2NaOH

2-p-aminofenol + 2NaCl + 2H20

2-p-aminofenol + 2 fenol + O2 ——2 indofenol + 2 H20

3.9 Procedimentos
3.9.1 estatisticos

A distribuicdo normal (testes de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das
variancias (teste de Levene) foram analisadas e testes estatisticos apropriados,
indicados nas legendas das figuras, foram empregados para andlise dos resultados.
As andlises foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism-5.0 e
Estatistica 7.0. Os dados foram expressos como média + erro padréo da média e ao

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

A massa tumoral dos animais portadores de tumor Walker-256, 6 dias apos a
inoculacao, foi de aproximadamente 9 g. O tratamento com lixisenatida néo alterou o
crescimento tumoral (Figura 1).

A ingestdo alimentar dos animais portadores de tumor Walker-256 tratados
com salina (TS) e tratados com lixisenatida (TL) foi semelhante & dos animais
saudaveis tratados com salina (SS) (Figura 2A).

Como esperado, o grupo SS apresentou ganho de peso apos 6 dias, sendo
este ganho de aproximadamente 19g. Em contrapartida, os animais portadores de
tumor Walker-256 apresentaram perda de massa corporal 6 dias apos a implantacéo
do tumor, sendo esta perda mais acentuada no grupo TL do que no grupo TS. O
grupo TS perdeu aproximadamente 7g, enquanto que o grupo TL perdeu cerca de
18 g. A perda foi 61,2% maior no grupo TL em comparacao ao grupo TS (Figura 2B).

Houve reducéo do peso do tecido adiposo retroperitoneal (Figura 2C) e do
tecido adiposo epididimal (Figura 2D) nos grupos TS e TL, quando comparados ao
grupo SS. Entretanto, ndo houve diferencas no peso destes tecidos adiposos entre
os grupos TS e TL (Figuras 2C e 2D).

Nao houve diferencas no peso dos musculos gastrocnémio (Figura 2E) e
extensor digital longo (EDL) (Figura 2F) entre os grupos analisados.

Com relacdo aos parametros plasmaticos, as concentracdes plasmaticas de
triacilglicerol (Figura 3A) e de lactato (Figura 3B) foram maiores nos animais
portadores de tumor Walker-256 (TS e TL) do que no grupo SS. Entretanto, nao
houve diferencas nas concentragfes plasmaticas de triacilglicerol e lactato entre os
grupos TS e TL (Figuras 3A e 3B).

N&o houve diferenca nas concentracdes plasmaticas de ureia entre 0os grupos
analisados (Figura 3C).

A glicemia (Figura 4A) e a insulinemia (Figura 4B) dos animais portadores de
tumor Walker-256 (TS e TL) foram menores do que as do grupo SS. Nao houve

diferencas na glicemia e na insulinemia entre os grupos TS e TL (Figuras 4A e 4B).
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Tendo em vista a reduzida insulinemia apresentada pelos animais portadores
de tumor Walker-256, foi realizada a andalise da secrecdo estatica de insulina e
conteudo intracelular de insulina.

Através da andlise da secrecdo estatica de insulina a partir das ilhotas
pancredticas isoladas e expostas a diferentes concetracdes de glicose (5,6 mM e
16,7 mM), observou-se que os animais portadores de tumor Walker-256 (TS e TL)
apresentaram reducéo da secrecao de insulina em relacdo ao grupo SS quando as
ilhotas pancreaticas foram expostas a glicose 16,7 mM (Figura 5). Entretanto, ndo
houve diferengas na secregdo de insulina entre os grupos TS e TL (Figura 5).
Também nédo houve diferencas no contetdo intracelular de insulina entre 0s grupos
analisados (Figura 6).

No teste de tolerancia a insulina, a administracdo endovenosa de insulina
promoveu gradativa diminuicdo da glicemia no grupo SS, sendo mais pronunciada
aos 15 minutos. Entretanto, os animais portadores de tumor Walker-256 (TS e TL)
nao apresentaram alteracdo da glicemia em resposta a administracdo de insulina no
decorrer dos tempos 0, 5, 10 e 15 minutos (Figura 7A), como evidenciado pela
menor KITT em comparacdo com o grupo SS (Figura 7B). Nao houve diferencas na
resposta periférica a insulina entre os grupos TS e TL (Figuras 7A e 7B).
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Figura 1. Massa tumoral total de ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com
solucao salina (TS) ou com lixisenatida (TL), durante 6 dias. Dados representam a média +
EPM de 22 animais. Resultados analisados por test t Student ndo-pareado.
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Figura 2. Ingestdo alimentar (A), alteracdo de massa corporal (B), massa do tecido adiposo
retroperitoneal (C), massa do tecido adiposo epididimal (D), massa do musculo
gastrocnémio (E) e massa do musculo extensor digital longo (EDL)(F) de ratos saudaveis
tratados com solucdo salina (SS), ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com
solugdo salina (TS) e ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com lixisenatida (TL)
durante 6 dias. Dados representam a meédia + EPM de 10 a 20 animais. Resultados
analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey: **p<0,01 e ***p<0,001 versus saudavel
tratado com salina e ##p<0,001 versus tumor tratado com salina.
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analisados por ANOVA One-Way seguido de Tukey: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 versus

saudavel tratado com salina.
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Figura 4. Glicemia (A) e insulinemia (B) de ratos saudaveis tratados com solugéo salina
(SS), ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com solugdo salina (TS) e ratos
portadores de tumor Walker-256 tratados com lixisenatida (TL) durante 6 dias. Dados
representam a média £+ EPM de 07 a 12 animais. Resultados analisados por ANOVA One-
Way seguido de Tukey: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 versus saudavel tratado com salina.
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Figura 5. Secrecdo estatica de insulina estimulada por glicose (5.6 e 16.7 mM) de ilhotas
pancreaticas isoladas de ratos saudaveis tratados com solucao salina (SS), ratos portadores
de tumor Walker-256 tratados com solucéo salina (TS) e ratos portadores de tumor Walker-
256 tratados com lixisenatida (TL) durante 6 dias. Dados representam a média £+ EPM de 06
a 10 animais. Resultados analisados por ANOVA de duas vias seguido de pods-teste
Bonferroni. **p<0,01 versus glicose 5.6 mM.
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Figura 6. Conteudo intracelular de insulina de ilhotas pancreéticas isoladas de ratos
saudaveis tratados com solucéo salina (SS), ratos portadores de tumor Walker-256 tratados
com solucéo salina (TS) e ratos portadores de tumor Walker-256 tratados com lixisenatida
(TL) durante 6 dias. Dados representam a média + EPM de 06 a 10 animais. Resultados
analisados por ANOVA de duas vias seguido de pGs-teste Bonferroni.
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Figura 7. Glicemia (A) e constante de desaparecimento da glicose (kKITT) (B) ap6s a
administracdo de insulina em ratos saudaveis tratados com solucdo salina (SS),ratos
portadores de tumor Walker-256 tratados com solucdo salina (TS) e ratos portadores de
tumor Walker-256 tratados com lixisenatida (TL) durante 6 dias. A glicemia foi avaliada nos
tempos 0 (basal), 5, 10 e 15 minutos ap6s a administracdo endovenosa (veia cava inferior)
de insulina (0,25 U/Kg). Os dados representam a média + EPM de 9 a 11 animais.
Diferencas dentro do mesmo grupo (A) em relacdo ao basal foram avaliadas por ANOVA
para mensuracdes repetidas ***p<0,001 versus glicemia basal. Diferencas entre as kITTs (B)
foram analisadas por ANOVA One-Way seguido de Tukey: ***p<0,001 versus saudavel
tratado com salina.
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5. DISCUSSAO

Considerando que ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam
resisténcia a insulina (MIKSZA et al., 2013; DE SOUZA et al, 2015) e
hipoinsulinemia (FERNANDES et al., 1990), fatores que podem estar relacionados
ao desenvolvimento de caquexia nestes animais, os efeitos da lixisenatida, um
agonista de GLP-1Rs que apresenta efeitos insulinotropicos (GEDULIN et al., 2005;
WERNER et al.,, 2010; BOLLI; OWENS, 2014), sobre a secrecdo de insulina,
resisténcia a insulina, caquexia e outras anormalidades metabdlicas relacionadas
foram investigados neste modelo experimental de cancer. Considerando também
que o efeito da lixisenatida sobre o crescimento do tumor Walker-256 ndo esta
estabelecido, o efeito deste farmaco no desenvolvimento tumoral também foi
avaliado.

No presente estudo, o tratamento com lixisenatida por seis dias, a partir do
inicio da inoculacdo das células tumorais, ndo alterou o crescimento do tumor
Walker-256 (Figura 1) e acentuou a perda de massa corporal (Figura 2B).

Entretanto, o tratamento crénico com exendine-4 por 23 dias (agonista de
GLP-1Rs) reduziu o crescimento do tumor em ratos portadores de sarcoma de
Yoshida. Porém, este efeito foi observado somente em animais com tumores
menores. Em animais com tumores maiores, o tratamento com exendine-4 nao
reduziu o crescimento tumoral (HONORS; KINZIG, 2014).

E possivel que a falta de efeito da lixisenatida sobre o crescimento tumoral
deva-se ao fato do tumor Walker-256 apresentar evolugdo mais rapida (VICENTINO
et al.,, 2002) do que o sarcoma de Yoshida. Ademais, trata-se de outro modelo
experimental utilizado para estudar a sindrome da caguexia no cancer.

A perda de peso observada em portadores de cancer €, em parte,
decorrente da anorexia, que parece estar relacionada ao efeito de citocinas (TNFa e
IL6) que estimulam a liberagédo de fatores anorexigénicos, como o fator liberador de
corticotrofina, e reduzem a liberacdo de neuropeptidio Y, um neurotransmissor
orexigénico, no nucleo paraventricular do hipotalamo (MARTIGNONI; KUNZE;
FRIESS, 2003; ARGILES; BUSQUETS; LOPEZ-SORIANO, 2005; PATRA; ARORA,
2012).
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Entretanto, nos animais portadores de tumor Walker-256, tanto do grupo TS
quanto do grupo TL, a ingestdo alimentar foi semelhante a do grupo saudavel
tratado com salina (Figura 2A), o que indica que a perda de peso destes animais nédo
se deveu a reducdo da ingestdo alimentar. Neste modelo experimental, a ingestao
alimentar ndo esta alterada seis dias ap6s a inoculacdo do tumor. A reducdo da
ingestdo alimentar ocorre somente onze dias ap0s a inoculacdo do tumor
(CASSOLA et al., 2012; MIKSZA et al.,, 2013; SILVA, 2015). Além disso, o
tratamento com lixisenatida ndo alterou a ingestao alimentar.

Resultados semelhantes foram obtidos em experimentos com ratos
portadores de sarcoma de Yoshida tratados com exendine-4. Neste estudo, 0
tratamento crénico com exendine-4 ndo promoveu alteracdo da ingestdo alimentar
(HONORS; KINZIG, 2014).

No que se refere a avaliagdo dos parametros associados a caquexia, 0
tratamento com lixisenatida promoveu perda de massa corporal no grupo portador
de tumor (Figura 2B). A perda de peso foi 61% maior no grupo TL do que no grupo
TS. A reducdo da massa corporal encontrada nos animais portadores de tumor
Walker-256 deveu-se a perda de tecido adiposo, uma vez que a massa dos tecidos
adiposos retroperitoneal (Figura 2C) e epididimal (Figura 2D) foi menor nos grupos
TS e TL. Entretanto, a perda mais acentuada de massa corporal observada nos
ratos portadores de tumor tratados com lixisenatida ndo se deveu a reducdo da
massa dos tecidos adiposos avaliados, uma vez que ndo houve diferencas entre os
grupos TS e TL. A perda adicional de massa corporal pode ter ocorrido em virtude
do retardo do esvaziamento gastrico promovido pela droga, o que pode ter
acarretado a perda de massa de outros tecidos adiposos nao avaliados (DRUCKER,
1998; MADSBAD et al., 2011; FINEMAN et al., 2012; MEIER, 2012; KNOP;
VILSB@LL, 2014; WERNER, 2014; LINDAMOOD; TAYLOR, 2015).

Com relacdo a massa muscular, ndo houve diferencas na massa dos
musculos gastrocnémio (Figura 2E) e EDL (Figura 2F) entre os grupos analisados e
o tratamento com lixisenatida ndo promoveu alteracdo do peso dos musculos
avaliados.

Diferentes resultados foram obtidos em experimentos com ratos portadores
de sarcoma de Yoshida tratados com exendine-4. Neste estudo, o tratamento
cronico com exendine-4 preveniu a perda de peso corporal em animais com tumores

menores e a perda de massa adiposa. Porém, ndo foi capaz de prevenir a perda de
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massa muscular, avaliada pelo diametro das patas traseiras. No entanto, em animais
com tumores menores, o tratamento com exendine-4 reduziu a expressdo do RNAm
de atrogina-1, um marcador de proteélise muscular (HONORS; KINZIG, 2014).

Embora em alguns estudos realizados em animais portadores de tumor ocorra
queda precoce do conteudo proteico e das concentracdes plasmaticas de proteina
(TESSITORE; COSTELLI, P.; BACCINO, 1993; MASTROCOLA et al., 2008), em
animais portadores de tumor Walker-256 ndo ocorre perda de massa muscular seis
dias apds a inoculacao do tumor. A perda de massa muscular € observada somente
onze dias apds sua inoculagdo, demonstrando que, embora haja deplecéo proteica
desde a fase inicial, a perda de massa muscular torna-se evidente mais tardiamente
(CASSOLA et al., 2012; MIKSZA et al., 2013; SILVA, 2015).

A perda de peso na caquexia do cancer esta geralmente associada tanto ao
hipercatabolismo proteico como lipidico, que resultam de acentuadas alteractes
hormonais e da acdo de fatores produzidos pelo tumor, como o PIF e LMF, além da
acao de citocinas pro-inflamatdrias, como TNFa, IL-1, IL-6, interferons INFa e INFy
(TESITORE et al., 1987; TESSITORE; COSTELLI, P.; BACCINO, 1993; TISDALE,
1999; 2005; MANTOVANI et al., 2000; DELARUE; MAGNAN, 2007). O TNFa induz a
perda de massa adiposa por estimular a lipdlise, inibir a lipogénese e adipogénese,
além de contribuir para o aumento da apoptose dos adipdcitos. Juntamente com a
IL-6, estimula a liberacdo do fator liberador de corticotrofina (CRH), um fator
anorexigénico. Além disso, a IL-1 bloqueia a liberacdo de um fator orexigénico, o
neuropeptideo Y (NPY) (MARTIGNONI; KUNZE; FRIESS, 2003; WARNE, 2003;
ARGILES; BUSQUETS; LOPEZ-SORIANO, 2005; ARRUDA et al., 2010).

Com relacdo aos parametros plasmaticos, as concentracdes plasmaticas de
triacilglicerol (Figura 3A) e de lactato (Figura 3B) foram maiores nos animais
portadores de tumor Walker-256 (TS e TL) do que nos animais do grupo SS,
enquanto que a glicemia (Figura 4A) dos animais portadores de tumor Walker-256
(TS e TL) foi menor do que a dos animais do grupo SS.

Nos animais portadores de tumor Walker-256, as concentracfes plasmaticas
de triacilglicerol e de Ilactato aumentam progressivamente ao longo do
desenvolvimento do tumor, atingindo valores maximos no 14° dia. O contrario é
observado para a glicemia, que cai progressivamente ao longo do desenvolvimento
tumoral, estando menor do que a dos animais saudaveis a partir do 5° dia
(CASSOLA et al., 2012).
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Portadores de tumor apresentam diminuicdo do anabolismo de lipideos e
colesterol, com redugcdo na massa adiposa, elevacdo das concentragbes
plasmaticas de acidos graxos livres (AGLS) e triglicerideos, em contraste a reduzidas
concentracbes de colesterol e HDL. A lipoproteina lipase (LPL) é a enzima
responsavel pela hidrolise de triacilgliceréis e armazenamento de lipideos. Em
portadores de tumor, a atividade da LPL encontra-se inibida, o que esta relacionado
com as citocinas pro-inflamatdrias e aumento dos AGLs no sangue (TESSITORE;
COSTELLI, P.; BACCINO, 1993; CARBO et al., 1994; KERN, 1998; TISDALE, 1999;
YU; GINSBERG, 2005; DELARUE; MAGNAN, 2007; COSTELLI et al., 1993).
Animais portadores de tumor de Yoshida AH-130 apresentaram aumento constante
de triglicerideos, que foi consistente com a elevacdo de TNFa (TESSITORE;
COSTELLI, P.; BACCINO, 1993).

A reducdo da glicemia em animais portadores de tumor Walker-256 é
decorrente da alta captacéo de glicose pelo tumor, principalmente os de crescimento
rapido, como o Walker-256 (TISDALE, 2002; PIFFAR et al., 2003). Estes tumores,
devido a sua rapida expansao e desorganizada angiogénese, possuem baixo aporte
de sanguineo, 0 que os torna hipoxicos. A hipdxia ocorre devido a incapacidade de
fornecimento adequado de oxigénio para a massa tumoral em crescimento. As
baixas concentracbes de Oz levam a estimulacdo da divisdo celular, migracdo e
diversas mudancas morfologicas, o que pode tornar o tumor mais agressivo e capaz
de formar metastases (ACHISON; HUPP, 2003; BRAHIMI-HORN; CHICHE;
POUYSSEGUR, 2007). Além disso, a baixa oxigenac&o favorece a utilizacéo da via
glicolitica anaerdbica, por meio da ativacdo do fator induzido por hipdxia (HIF),
fazendo com que as células tumorais captem mais glicose e excretem altas
concentracbes de lactato, visto que este € o produto final da via glicolitica
anaerobica. Esta alta taxa de utilizacdo de glicose pelas células tumorais, associada
a anorexia, resulta em hipoglicemia (BRAHIMI-HORN; CHICHE; POUYSSEGUR,
2007; GATENBY; GILLIES, 2007; MARIN-HERNANDEZ et al., 2009; STUBBS;
GRIFFITHS, 2010; CASSOLA et al., 2012; MIKZA et al., 2013).

O desvio do fluxo metabdlico da ceélula tumoral para a via glicolitica
anaerobica pelo HIF aumenta, portanto, o consumo de glicose por esta célula e
consequentemente a producéo de lactato, produto final desta via (TISDALE, 2002).

Outro parametro metabdlico plasmatico avaliado no presente trabalho foi a

ureia. Nao houve diferenca nas concentracdes plasmaticas de ureia entre os animais
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portadores de tumor Walker-256 (TS e TL) e os animais do grupo SS (Figura 3C), o
gue corrobora com resultados anteriores, um vez que ratos portadores do tumor
Walker-256 apresentam aumento na concentracdo plasmatica de ureia somente a
partir do 8° dia do desenvolvimento tumoral (CASSOLA et al., 2012).

Quanto a insulinemia (Figura 4B) e a secrecao estatica de insulina (Figura 5),
nossos resultados confirmam que animais portadores de tumor Walker-256
apresentam hipoinsulinemia e reducdo da secrecdo de insulina estimulada pela
glicose (FERNANDES et al., 1990).

Ap6s exposicdo a altas concentragdes de glicose, ilhotas pancreéticas
isoladas de ratos portadores de tumor Walker-256 apresentaram menor secrecéo de
insulina em comparacao aos controles (FERNANDES et al.,1990; NETO et al., 1996;
LIMIERE, 2009). A reducdo da secrecdo de insulina pode estar envolvida com a
reducdo da concentracdo de fosfolipase C (PCL) nas células B pancreaticas,
evidenciada pela reducdo na quantidade produzida de metabodlitos (NETO et al.,
1996). A PCL hidrolisa o fosfatidilinositol na membrana das células B, gerando
inositol 1-fosfato, inositoll,4-bifosfato e inositol 1,4,5-trifosfato, sendo que o inositol
1,4,5-trifosfato esté relacionado ao processo de mobilizagédo intracelular de célcio
(FERNANDES et al.,1990; NETO et al., 1996).

O conteudo intracelular de insulina das ilhotas pancreaticas dos ratos
portadores de tumor Walker-256 (TS e TL) nao foi diferente do observado no grupo
SS apos 6 dias da inoculacdo tumoral (Figura 6). Porém, apés 12 dias da inoculacdo
tumoral, o contetdo intracelular de insulina das ilhotas pancreaticas dos ratos
portadores de tumor Walker-256 apresentou-se reduzido (GALIA, 2017).

Por sua vez, o tratamento com lixisenatida n&o promoveu alteracées nas
concentracbes plasméticas de triacilglicerol (Figura 3A), lactato (Figura 3B), ureia
(Figura 3C), glicose (Figura 4A) e insulina (Figura 4B) nos animais portadores de
tumor Walker-256.

Em concordancia com os resultados da insulinemia (Figura 4B), o tratamento
com lixisenatide ndo alterou a secrecédo estatica de insulina (Figura 5) e o contetdo
intracelular de insulina (Figura 6) das ilhotas pancreaticas dos ratos portadores de
tumor Walker-256.

Em contrapartida, em ratos portadores de sarcoma de Yoshida, o tratamento
cronico com exendine-4 preveniu a hipoinsulinemia, mas nao alterou as
concentracdes plasmaticas de glicose (HONORS; KINZIG, 2014).
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O tratamento com lixisenatida também nao foi capaz de melhorar a resposta
periférica a insulina dos animais portadores de tumor. Os animais portadores de
tumor Walker-256 (TS e TL) ndo apresentaram alteracédo da glicemia em resposta a
administracdo de insulina (Figura 7A), como evidenciado pela menor KITT em
comparacao com o grupo SS (Figura 7B).

Estudos anteriores apontam menor fosforilagdo da PKB/AKT nos tecidos
adiposos mesentérico e retroperitoneal em animais portadores de tumor Walker-256,
0 que sugere reducédo da resposta a insulina nestes tecidos e condiz com resisténcia
periférica a insulina (SILVA, 2015). Em pesquisas anteriores deste laboratorio, o
tratamento de animais portadores de tumor Walker-256 com metformina, um
farmaco antidiabético que reduz a resisténcia a insulina, isolada ou combinada com
insulina, também nao resultou em melhora da resisténcia periférica a insulina
(SILVA, 2015).

Resisténcia insulinica em tecidos periféricos € comum em pacientes e animais
com cancer (LUNDHOLM; HOLM; SCHERSTEN, 1978; FEARON et al., 2011;
MIKSZA et al., 2013; FERNANDES et al., 1996). Fator contribuinte para a caquexia,
a resisténcia periférica a insulina estd associada ao aumento das concentracdes
plasmaticas de &cidos graxos livres, que resultam da intensa lipélise (SHULMAN,
2000; SCHINNER et al., 2005; CASSOLA et al., 2012), e da acao de citocinas pré-
inflamatdrias (TNFa, IL-6) produzidas pelo sistema imune (ROFE et al.,, 1987,
YOSHIKAWA; NOGUCHI; SATOH, 1999; MOLLER, 2000). Estes fatores interferem
negativamente na cascata de sinalizagdo da insulina. O TNFa aumenta a
fosforilacdo em residuos de serina e reduz a fosforilagdo em tirosina do IRS-1;
também é capaz de diminuir a fosforilacdo de PKB/AKT, que resulta em diminuigédo
da captacao de glicose. A IL-6, por sua vez, pode reduzir a associacdo do IRS-1
com a PI3K, passos essenciais na transducdo de sinal e transporte de glicose
mediado por insulina (KIM et al., 2004; DELARUE; MAGNAN, 2007; PLOMGAARD
et al., 2007).

A falta de efeitos da lixisenatida em ratos portadores de tumor Walker-256,
no crescimento tumoral, na inducdo de secrecéo de insulina e na caquexia pode ser
devida ao fato deste modelo experimental apresentar um crescimento tumoral mais
rapido do que outros modelos experimentais de cancer, como o sarcoma de
Yoshida. A maior presenca de fatores circulantes como o LMF, PIF, TNFaq, IL1, IL6
(CAMPS et al., 2006; CHEN et al., 2009; TISDALE, 2010), estresse oxidativo
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(GUARNIER et al., 2010), corticosterona (MAZZUCO et al., 2012), acidos graxos
livres (CASSOLLA et al., 2012), entre outros, 0s quais aumentam proporcionalmente
com a progressdo do tumor, podem ter prejudicado ou mesmo anulado os efeitos

terapéuticos benéficos do tratamento.
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6. CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que:

O tratamento com lixisenatida ndo atenuou a caquexia induzida pelo tumor
Walker-256, possivelmente por nao prevenir a hipoinsulinemia, amenizar a
resisténcia a insulina e ndo reduzir o crescimento tumoral. Além disso, o tratamento
com lixisenatida promoveu perda de massa corporal nos animais portadores de
tumor, o que sugere falta de beneficios clinicos no tratamento da caquexia do

cancer.
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