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RESUMO

Portadores de cancer frequentemente apresentam severa perda de massa muscular
e adiposa e de peso corpdéreo (caquexia). A caquexia do cancer é causada por
diversos fatores proteoliticos e lipoliticos produzidos pelo tumor e sistema imune.
Contudo, € sugerido que o aumento do gasto de energia causado pela atividade
aumentada do ciclo lactato-glicose (ciclo de Cori), um ciclo fatil que converte o
lactato gerado no tumor em glicose no figado, também contribua para a caquexia.
Pacientes com caquexia do cancer apresentam hiperlactatemia e maior conversao
de lactato em glicose no figado. Entretanto, ratos caquéticos portadores de tumor
Walker-256 apresentaram menor conversao de lactato em glicose em perfusao de
figado.E possivel que estas diferencas na neoglicogénese entre pacientes
(aumentada) e animais (reduzida) com cancer sejam porque nos estudos de
perfusdo de figado a neoglicogénese foi avaliada a partir de concentragao de lactato
similar a de ratos saudaveis (2 mM), a qual nao reflete a hiperlactatemia (3, 5,5 e 8
mM, respectivamente nos dias 5, 8 e 12 de tumor) dos ratos portadores de tumor
Walker-256. Diante disto, o objetivo desse estudo foi investigar em ratos portadores
de tumor Walker-256, a influéncia de concentracbes circulantes de lactato na
neoglicogénese hepatica e avaliar possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos.
Para esse propoésito, células Walker-256 (ratos portadores de tumor) ou PBS (ratos
saudaveis controle) foram inoculadas (SC) no flanco direito traseiro de ratos. A
neoglicogénese, a partir de varios precursores de glicose (lactato, piruvato e
glutamina), associados ou ndo ao NADH, foi avaliada em perfusao de figado in situ,
nos dias 5, 8 e/ou 12 de tumor. A neoglicogénese também foi avaliada in vivo, por
meio da administracéo intraperitoneal de piruvato ou glutamina, no dia 12 de tumor.
Nos estudos de perfuséo de figado, ratos com 5, 8 e 12 dias de tumor apresentaram
menor producdo de glicose a partir do lactato 2 mM, em comparagdo aos ratos
saudaveis. Entretanto, a producédo de glicose a partir do lactato 3, 5,5 e 8 mM,
respectivamente dos ratos com 5, 8 e 12 dias de tumor, foi semelhante a dos
saudaveis. A produgéao de glicose a partir do lactato 2 mM, associado com NADH 50
ou 75 uM, mas ndo com NADH 25 uM, foi maior nos ratos com 12 dias de tumor do
que nos saudaveis. Ratos com 12 dias de tumor também apresentaram menor
producdo de glicose a partir do piruvato 2, 5 e 8 mM, em comparagdo aos
saudaveis. No entanto, a produgao de glicose a partir do piruvato 2 mM, associado
com NADH 50 ou 75 uyM, mas ndo com NADH 25 pM, nos ratos com 12 dias de
tumor, foi restaurada para valores similares a dos ratos saudaveis. Ratos com 12
dias de tumor apresentaram menor produgao de glicose a partir da glutamina 1 mM,
mas nao a partir da glutamina 2,5 mM ou da glutamina 1 mM associada ao NADH 50
MM, em comparagdo aos saudaveis. Nos estudos in vivo, a administragao
intraperitoneal de piruvato (1,0 mg/kg) e glutamina (0,5 mg/kg) aumentou a glicemia
dos ratos portadores de tumor (dia 12) e saudaveis de modo similar. Pode ser
concluido que concentragdes circulantes de lactato (3, 5,5 e 8 mM) restabeleceram a
inibicdo da neoglicogénese observada a partir de baixas concentragcdes de lactato (2



mM) em perfusdo de figado de ratos com 5, 8 e 12 dias de tumor, por mecanismo
que provavelmente envolveu aumento do baixo potencial redox (razdo NADH/NAD™).

Palavras-chave:Lactato. Producédo de glicose. Cancer. Caquexia. Metabolismo
hepatico.



Frasson, Isabele Gongalves. Influence of lactate circulating concentrations on
gluconeogenesis in liver perfusion of Walker-256 tumor-bearing rats.
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ABSTRACT

Cancer carriers often show severe loss of muscle mass and fat and body weight
(cachexia). Cancer cachexia is caused by various proteolytic and lipolytic factors
produced by the tumor and immune system. However, it is suggested that increased
energy expenditure caused by increased activity of the lactate-glucose cycle (Cori
cycle), a futile cycle that converts the lactate generated in the tumor to glucose in the
liver, also contributes to cachexia. Patients with cancer cachexia present
hyperlactatemia and greater conversion of lactate to glucose in the liver. However,
cachectic rats with Walker-256 tumor showed lower conversion of lactate to glucose
in liver perfusion. It is possible that these differences in gluconeogenesis between
patients (increased) and animals (reduced) with cancer are because, in liver
perfusion studies, gluconeogenesis was evaluated from lactate concentration similar
to that of healthy rats (2 mM), which does not reflect the hyperlactatemia (3, 5.5 and
8 mM, respectively on days 5, 8 and 12 of tumor) of the Walker-256 tumor-bearing
rats. The aim of this study was to investigate the influence of circulating lactate
concentrations on hepatic gluconeogenesis in rats with Walker-256 tumor and to
evaluate possible mechanisms involved in the effects. For this purpose, Walker-256
cells (tumor bearing rats) or PBS (healthy control rats) were inoculated (sc) into the
right flank of rats. Gluconeogenesis, from various glucose precursors (lactate,
pyruvate and glutamine), associated or not to NADH, was evaluated in liver perfusion
in situ on days 5, 8 and / or 12 of tumor. Gluconeogenesis was also evaluated in vivo
by intraperitoneal administration of pyruvate or glutamine at day 12 of tumor. In liver
perfusion studies, rats at 5, 8 and 12 days of tumor had lower glucose production
from 2 mM lactate compared to healthy rats. However, glucose production from
lactate 3, 5.5 and 8 mM, respectively of rats at 5, 8 and 12 days of tumor, was similar
to that of healthy rats. The production of glucose from 2 mM lactate, associated with
NADH 50 or 75 uM, but not with 25 yM NADH, was higher in rats with 12 days of
tumor than in healthy ones. Rats with 12 days of tumor also had lower glucose
production from pyruvate 2, 5 and 8 mM, compared to healthy ones. However,
glucose production from 2 mM pyruvate, associated with NADH 50 or 75 uM, but not
with 25 yM NADH, in rats with 12 days of tumor, was restored to values similar to
healthy rats. Rats with 12 days of tumor had lower glucose production from 1 mM
glutamine, but not from 2.5 mM glutamine or from 1 mM glutamine associated with 50
MM NADH compared to healthy ones. In the in vivo studies, intraperitoneal
administration of pyruvate (1.0 mg / kg) and glutamine (0.5 mg/kg) increased the
glycemia of tumor-bearing (day 12) and healthy rats in a similar manner. It can be
concluded that circulating concentrations of lactate (3, 5, 5 and 8 mM) reestablished
the inhibition of gluconeogenesis observed from low lactate concentrations (2 mM) in
liver perfusion of rats with 5, 8 and 12 days of tumor, by mechanism that probably
involved restoration of the reduced redox potential (NADH/ NAD* ratio).

Keywords: Lactate. Glucose production. Cancer. Cachexia. Hepatic metabolism.
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1 INTRODUCAO

A caquexia do cancer é uma sindrome complexa e multifatorial, n&o
completamente entendida, que afeta aproximadamente 60 a 80% dos pacientes com
cancer avancado e que leva a severa perda de peso, decorrente principalmente da
acentuada perda de musculo esquelético e de tecido adiposo (AOYAGI e et al., 2015;
FEARON; GLASS; GUTTRIDGE, 2012; MENDES et al., 2015; MUELLER et al., 2016;
PORPORATO, 2016). A caquexia pode representar até 20% das mortes por cancer,
sendo a principal causa de mortalidade em pacientes com cancer avangado (ARGILES et
al., 2014).

Apesar dos esforgos cientificos na busca por fatores causadores da caquexia, a
etiologia da caquexia do cancer ndo é totalmente conhecida. Entre os mediadores que
possuem papel chave no estabelecimento da sindrome caquética estao o fator indutor de
protedlise (PIF) e o fator mobilizador de lipideos (LMF), produzidos pelo tumor, e as
citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e as interleucinas
1 (IL1) e 6 (IL6), produzidas pelo sistema imune em resposta a presenca do tumor
(ARGILES et al., 2014; FEARON; GLASS; GUTTRIDGE, 2012; MUELLER et al., 2016;
PORPORATO, 2016; TISDALE, 2009). Em conjunto, estes fatores estimulam vias
proteoliticas e lipoliticas e inibem vias de sintese de proteinas e lipideos promovendo
severa perda de massa muscular e adiposa (ARGILES et al., 2014; FEARON; GLASS;
GUTTRIDGE, 2012; MUELLER et al., 2016; PORPORATO, 2016; TISDALE, 2009).

Além destes mediadores classicos da caquexia, sugere-se que Pprocessos
consumidores de energia, que aumentam o gasto de energia em repouso (REE), também
contribuam para a caquexia do cancer (BONGAERTS et al.,, 2006; MANTOVANI;
MADEDDU, 2010; TISDALE, 2005).

Portadores de cancer apresentam intenso gasto de energia basal (REE) o qual é
em parte decorrente da atividade aumentada de ciclos futeis como o ciclo lactato-glicose,
também conhecido como ciclo de Cori (EDEN; EDSTROM; BENNEGARD, 1984;
HOLROYDE et al., 1975; MANTOVANI; MADEDDU, 2010; TISDALE, 2005).

Os tumores, por serem hipoxicos, consomem grandes quantidades de glicose
pela via glicolitica anaerdbica e produzem grandes quantidades de lactato, efeitos que
sdo mediados pelo fator induzido por hipoxia (HIF) (BRAHIMI-HORN; CHICHE;
POUYSSEGUR, 2007) (Figura 1).

O HIF, sintetizado em resposta a hipoxia, aumenta a expressdo de

transportadores de glicose GLUT1 e de enzimas glicoliticas e consequentemente a taxa
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de captacdo e utilizacdo de glicose pelas células tumorais. O HIF também diminui a
expressdo do complexo piruvato desidrogenase, direcionando o fluxo do piruvato para a
sintese de lactato. Além disso, o HIF aumenta a expressao de proteinas que transportam
o lactato para o meio extracelular, o que impede a reducdo acentuada do pH das células
tumorais e aumenta a concentracédo de lactato no sangue (BRAHIMI-HORN; CHICHE;
POUYSSEGUR, 2007) (Figura 1).

O lactato liberado pelo tumor é transportado pelo sangue até o figado, onde é
convertido em glicose pela neoglicogénese. A glicose produzida no figado é liberada e
transportada até o tumor onde € oxidada até lactato (glicolise anaerdbica), o qual retorna
para o figado para a producédo de nova glicose pela neoglicogénese, gerando o ciclo futil
lactato-glicose (ciclo de Cori) consumidor de energia (BONGAERTS et al.,, 2006;
FRIESEN; BARACOS; TISDALE, 2005) (Figura 1).

O ciclo lactato-glicose (ciclo de Cori) é responsavel por 20 % da reciclagem de
glicose em humanos saudaveis. Contudo, a reciclagem de glicose aumentou para 50 %
em pacientes com caquexia do cancer (TISDALE, 2005). A conversdao de lactato em
glicose no figado (neoglicogénese) usa 6 moléculas de ATP e a oxidacdo anaerdbica da
glicose no tumor (glicolise) gera apenas 2 ATPs, resultando em cada ciclo lactato-glicose
um saldo negativo de 4 ATPs (BONGAERTS et al., 2006) (Figura 1). Portanto, a atividade
aumentada do ciclo lactato-glicose deve contribuir para 0 aumento do gasto energético
basal e consequentemente para a caquexia do cancer, visto que a energia para a
manutencao deste ciclo é retirada dos estoques de lipideos e proteinas (BONGAERTS et
al., 2006; FRIESEN; BARACOS; TISDALE, 2005) (Figura 1).

A atividade aumentada do ciclo lactato-glicose na caquexia do cancer parece ser
decorrente da maior concentracdo de lactato no sangue, proveniente do metabolismo
tumoral, e também da maior capacidade do figado em converter o lactato em glicose
(maior atividade neoglicogénica) (BONGAERTS et al., 2006).

Aumento da atividade neoglicogénese hepatica, observada pela conversdo
aumentada de [U-'4C]Jalanina ou [U-**C]glicerol em glicose, foi encontrada em pacientes
com caquexia do cancer (LUNDHOLM et al.,, 1982; WATERHOUSE; JEANPRETRE;
KEILSON, 1979). A atividade neoglicogénica aumentada em pacientes com cancer pode
ser causada por fatores circulantes alterados nesta doencga, como o aumento de acidos
graxos livres (AGLS), resultante da intensa lipolise promovida pelo LMF e pelas citocinas
TNFa e IL6.
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Figura 1. Neoglicogénese hepatica e ciclo lactato-glicose (ciclo de Cori). ADP, adenosina
difosfato; ATP, adenosina trifosfato; CPT1 e CPT2, carnitina palmitoil transferases 1 e 2; DHAP,
dihidroxiacetona fosfato;Fru-6-P, frutose 6-fosfato; Fru-1,6-P, frutose 1,6-bisfosfato; GAP,
gliceraldeido 3-fosfato;Gli-6-P, glicose 6-fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; 2-PGA, 2-fosfoglicerato; 3-
PGA, 3-fosfoglicerato; 1,3-DPGA, 1,3-difosfoglicerato; NAD*, dinucleotideo de nicotinamida e
adenina; NADH, dinucleotideo de nicotinamida e adenina — forma reduzida;PEPCK, fosfoenolpiruvato

carboxiquinase; OAA, oxalacetato, HIF, fator indizudo por hipoxia.
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O LMF, TNFa e a IL6 aumentam a lipdlise por ativarem a lipase hormdnio sensivel
(HSL), enzima que estimula a hidrélise dos triacilglicerois, liberando AGLs e glicerol do
tecido adiposo (ARNER, 1995, TISDALE, 2003, 2004). Os efeitos do LMF e TNFa sao
mediados por aumento intracelular de AMPc/ativacdo da proteina quinase A (PKA)
(TISDALE, 1997, 2004; ZHANG et al., 2002) e consequente fosforilagao/ativagdo da HSL.

Os AGLs estimulam a neoglicogénese principalmente por aumentarem a geracéo
de acetil-CoA, a razdo NADH/NAD* (potencial redox) e a producdo de ATP. A acetil-CoA,
estimula enzimas-chave da neoglicogénese (piruvato carboxilase e fosfoenolpiruvato
carboxiquinase - PEPCK) e o NADH e ATP sao usados na via (DELARUE; MAGNAN,
2007) (Figura 1).

A atividade neoglicogénica hepéatica aumentada em pacientes com cancer
também pode ser devida a resisténcia a insulina frequentemente observada nestes
pacientes (ARGILES; LOPEZ-SORIANO, 2001; HONORS; KINZIG, 2012; LUNDHOLM;
HOLM; SCHERSTEN, 1978; ROFE et al., 1994; TAYEK, 1992; YOSHIKAWA et al., 2001).
A resisténcia a insulina no cancer € associada as citocinas TNFa e IL6 e ao aumento de
AGLs no sangue. Estes fatores interferem negativamente na cascata de sinalizacdo da
insulina, diminuindo a transmissdo do sinal insulinico (DELARUE & MAGNAN, 2007;
NOGUCHI et al., 1998). A resisténcia insulinica diminui o efeito inibitério da insulina em
enzimas-chave da neoglicogénese, aumentando a atividade neoglicogénica e assim a
liberacdo hepatica de glicose (PILKIS e GRANNER, 1992). Foi mostrado que a liberacéo
hepatica de glicose esta aumentada em até 40% em individuos com céancer (TAYEK,
1992), o que pode ser explicado pela elevada neoglicogénese.

Ratos portadores de tumor Walker-256, um modelo experimental de cancer,
também apresentam caquexia, caracterizada por acentuada perda de massa muscular e
adiposa, e varias anormalidades metabdlicas semelhantes as encontradas em pacientes
com cancer, tais como aumento de AGLs e lactato no sangue (CASSOLLA et al., 2012;
DE FATIMA SILVA, 2017), resisténcia periférica a insulina (DE FATIMA SILVA, 2017; DE
MORAIS et al., 2012) e hipoinsulinemia associada a menor secrecdo pancreética de
insulina (DE FATIMA SILVA, 2017; FERNANDES et al., 1990), fatores que aumentam a
neoglicogénese.

Entretanto, em contraste a atividade neoglicogénica aumentada em pacientes
com cancer, ratos portadores de tumor Walker-256 mostraram inibicdo da neoglicogénese
a partir da alanina, piruvato e lactato, mas néo a partir do glicerol, em estudos de perfusao
de figado in situ do nosso laboratorio (DE SOUZA et al., 2015; MOREIRA et al., 2013).

Outros estudos de perfusédo de figado também mostraram inibicdo da
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neoglicogénese a partir da alanina, do lactato/piruvato, mas ndo a partir da glutamina,
neste mesmo modelo experimental de cancer (ACCO et al., 2007; CORBELLO PEREIRA
et al., 2004; DA VEIGA et al., 2008). Contudo, vale ressaltar que nos estudos de perfusao,
o figado é isolado da circulagdo. Desse modo, fatores alterados no sangue pela presenca
do tumor, que afetam a neoglicogénese, como o0 aumento de lactato e AGLs e a reducao
da insulina, ndo chegam até o figado. Nesse caso, os resultados dos estudos de perfusao
de figado podem néo refletir a condicdo in vivo, exceto se as alteracdes presentes no
sangue dos ratos com tumor forem simuladas nos estudos de perfuséo, o que néo foi feito
nos estudos anteriores (ACCO et al., 2007; CORBELLO PEREIRA et al., 2004; DA VEIGA
et al., 2008; DE SOUZA et al., 2015).

Nos estudos de perfusdo de figado com lactato, por exemplo, a concentracao de
lactato usada para avaliacdo da neoglicogénese foi de 2 mM (DA VEIGA et al., 2008; DE
SOUZA et al., 2015), ou seja, semelhante a encontrada no sangue de ratos saudaveis.
Ratos portadores de tumor Walker-256 apresentam alta lactatemia, respectivamente de 3,
5,5 e 8 mM nos dias 5, 8 e 12 de tumor, como previamente mostrado em estudos do
nosso laboratorio (CASSOLLA et al., 2012).

Portanto, é possivel que as discrepancias observadas na neoglicogénese entre
pacientes com cancer (atividade neoglicogénica aumentada in vivo) e ratos portadores de
tumor Walker-256 (atividade neoglicogénica reduzida em perfusdo de figado in situ) sejam
devidas ao fato que nos estudos de perfusdo de figado as condi¢bes in vivo ndo foram
simuladas.

Diante desta possibilidade e considerando que a hiperlactatemia dos ratos
portadores de tumor Walker-256 nédo foi simulada nos estudos de perfusdo de figado,

seguem os objetivos do presente estudo:
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar, em ratos portadores de tumor Walker-256, a influéncia de
concentragfes circulantes de lactato na neoglicogénese hepética e avaliar possiveis
mecanismos envolvidos nos efeitos, por meio de estudos com outros precursores
neoglicogénicos associados ou ndo ao NADH (dinucleotideo de nicotinamida e adenina —

forma reduzida).

Objetivos especificos

Avaliar em ratos portadores de tumor Walker-256 com 5, 8 e/ou 12 dias de tumor:

=

A neoglicogénese, em perfusdo de figado in situ, a partir de concentracdes de
lactato similares a lactatemia de ratos saudaveis (2 mM) e com 5 (3 mM), 8 (5,5
mM) e 12 (8 mM) dias de tumor, bem como o efeito do NADH (25, 50 e 75 puM)

sobre a neoglicogénese a partir do lactato 2 mM.

2. A neoglicogénese, em perfusédo de figado in situ, a partir do piruvato 2, 5 e 8 mM,
bem como o efeito do NADH (25, 50 e 75 pM) sobre a neoglicogénese a partir do

piruvato 2 mM.

3. A neoglicogénese, em perfusdo de figado in situ, a partir da glutamina 1 e 2 mM,
bem como o efeito do NADH (50 uM) sobre a neoglicogénese a partir da glutamina
1 mM.

4. A neoglicogénese in vivo, por meio da andlise do efeito da administracdo
intraperitoneal de piruvato (1,0 mg/kg) ou glutamina (0,5 mg/kg) sobre a glicemia

(teste neoglicogénicoin vivo).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Os sais do liquido de perfusédo foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany),
Reagen (Rio de Janeiro, Brazil), Cinética (Campinas, Brasil), Synth (S&o Paulo, Brasil),
Dinamica (Diadema, Brasil), Biotec (S&o Paulo, Brasil) ou Neon (Suzano, Brasil). Os
precursores neoglicogénicos e o NADH foram adquiridos da Sigma (St Louis, EUA).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar, pesando entre 220-230 g, com
livre acesso a agua e alimento (ragdo 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 horério
(periodo vespertino), para minimizar variagdes circadianas. Todos os animais foram
submetidos a 24 horas de privagdo alimentar para retirar a influéncia do glicogénio
hepatico na neoglicogénese. Os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais UEL (CEUA/UEL) protocolo n® 16907.2016.97
(ANEXO).

3.3 Implantacdo do tumor Walker-256

O tumor Walker-256 é um carcinossarcoma de crescimento rapido e sua
implantacdo em ratos tem sido considerada um modelo adequado para estudar a
sindrome da caquexia (GUAITANI et al.,, 1982), visto que induz anormalidades
semelhantes as encontradas em varios outros tipos de cancer (CRUZ et al., 2017). Em
curto espaco de tempo apds sua implantacdo verifica-se reducdo no peso do animal
(caquexia), anorexia, diminuicdo da sintese proteica e acentuado catabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos, resisténcia a insulina e varias alteracdes metabdlicas
plasmaticas e hepaticas (BELUZI et al., 2015; CASSOLLA et al., 2012; CRUZ et al., 2017,
DE MORAIS et al., 2012; DE SOUZA et al., 2015; MOREIRA et al., 2013.). Aos 14 dias
apos o seu implante, a massa tumoral pode representar uma fracdo consideravel do peso
do animal e a morte ocorre apos este periodo (CASSOLLA et al., 2012; VICENTINO et al.,
2002).
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Células Walker-256 foram mantidas através de passagens semanais por
inoculacdo asséptica intraperitoneal de 0,1 a 1,0 x 10° células/animal. Apés 7 dias de
crescimento ascitico, os animais anestesiados com tiopental (50 mg/Kg,i.p.) foram
eutanasiados por deslocamento cervical e o exsudato peritoneal foi retirado e submetido a
centrifugacéo diferencial a 4°C para obtencdo das células tumorais. As células tumorais
foram ressuspensas em PBS (tampéao 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
camara de Neubauer.

Os ratos, anestesiados com tiopental (50 mg/Kg,i.p.) foram inoculados com 8,0 x
107 células tumorais viaveis/animal, subcutaneamente, no flanco direito traseiro. Ratos

saudaveis foram inoculados com tampéo salina fosfato (PBS)no mesmo local.

3.4 Experimentos de perfusao de figado in situ para avaliacdo da neoglicogénese

Nos dias 5, 8 e/ou 12 apés a inoculacdo das células tumorais (grupo tumor) ou
PBS (grupo saudavel), os ratos foram pesados e submetidos a técnica de perfusdo de
figado in situ, introduzida no Brasil por KELMER-BRACHT e colaboradores (1984).

O sistema para a perfusdo de figado é composto por reservatorios para o liquido
de perfuséo, bomba peristaltica e oxigenador de membrana, acoplados a um banho-maria
com bomba de circulacdo externa de agua aquecida e a um cilindro com mistura
carbogénica (02/C02=95/5%). O oxigenador de membrana é formado por um cilindro
duplo de aluminio, ao redor do qual estdo enrolados tubos de silicone de parede fina (0,25
mm), com diametro interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A camara interna
do cilindro de aluminio € termostatizada pelo banho-maria, por meio da bomba de
circulacdo externa de dgua aquecida. O cilindro de aluminio esta isolado do ambiente por
uma cobertura cilindrica de plastico transparente, mantendo-se no seu interior uma
atmosfera de Oz e COz2, nas proporgdes de 95:5. O sistema ainda contém um dispositivo
gue impede a entrada de bolhas de ar no figado (capta-bolhas).

O liquido de perfusédo utilizado foi o tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato (KH)
modificado, sem albumina na composi¢cao. No sistema de perfusdo o liquido de perfuséao
€ impulsionado pela bomba peristéltica em direcdo ao oxigenador de membrana. Neste
local se processam as trocas gasosas. O Oz e o CO:2 contidos na atmosfera carbogénica,
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 a sua grande
extensao 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 é de
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aproximadamente 1 minuto, e a saturacdo, proxima a 99%. Desse modo, o liquido
saturado de ar (21% de O2, 78% de N2 além de outros), por troca passiva, satura-se com
95% de O2e 5% de CO:2. A entrada de CO2 no liquido de perfusédo diminui o seu pH inicial
de 7,6 para 7,4. O liquido de perfusdo deixa o oxigenador, saturado de Oz e COg,
aquecido a 37 °C e com pH 7,4, passa pelo capta-bolhas e se desloca em direcdo a
canula a ser inserida na veia porta.

Para a perfusdo do figado, os animais saudaveis e portadores do tumor foram
anestesiados via intraperitoneal com tiopental (50 mg/Kg) e fixados em mesa cirurgica. O
abddémen foi aberto até a altura do diafragma por uma incisdo longitudinal central e duas
incisdes laterais, com exposicao do figado e dos demais 6rgaos. Ligaduras frouxas foram
colocadas ao redor da veia cava inferior, logo acima da veia renal direita, e ao redor da
veia porta. Em seguida a veia porta foi canulada sob baixo fluxo, aproximadamente 10
mL/minuto e, imediatamente apds a canulacdo, os vasos abdominais abaixo do figado
foram seccionados para que houvesse o completo dessangramento deste Orgdo. Esta
incisdo da vazao ao liquido extra que é bombeado para o sistema circulatério, evitando o
aumento excessivo de pressdo no figado. Logo apds o fluxo foi elevado para garantir a
oxigenacao hepética, e a ligadura em torno da veia porta foi amarrada para fixagdo da
canula. O torax foi aberto para exposicdo completa do figado, e a veia cava caudal, acima
do diafragma, foi ocluida para desviar o liquido, que deixa o figado através da veia
hepatica, para a veia cava inferior, abaixo do figado. Posteriormente, a veia cava caudal
(porcéo infra-hepatica) foi canulada.

Logo apds, o fluxo através do figado foi ajustado para valores que permitissem
sua oxigenacgdo adequada (aproximadamente 4 mL.mint.g* de figado). Este fluxo esta
muito acima dos valores fisiolégicos (0,15 mL.mint.g?) e visa compensar a auséncia de
eritrécitos no liquido de perfuséo.

A perfuséo do figado foi, portanto, realizada em sistema aberto (ndo-recirculante),
sendo o direcionamento do fluxo no sentido do hepatécito periportal para o hepatdcito
perivenoso (perfusédo monovascular anterograda).

Apos os 20 minutos iniciais de perfusdo, para a estabilizacdo do consumo de
oxigénio, o liquido efluente do figado foi coletado em intervalos de 2 minutos para
determinacdo da concentracdo de glicose. Durante este periodo, a perfusédo do figado dos
ratos saudaveis e portadores de tumor (nos dias 5, 8 e/ou 12 de tumor) foi realizada por

um dos seguintes modos:
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0-10 min 10-40 min 40-60 min

KH +lactato 2, 3, 5,5 ou 8 mM

KH + lactato 2 mM + NADH 25, 50 ou 75 pM
KH + piruvato 2, 5 ou 8 mM,

KH + piruvato 2 mM + NADH 25, 50 ou 75 uM

KH* KH

*KH= Krebs-Henseleit

0-10 min 10-60 min

KH + glutamina 1 mM ou 2,5 mM

*
KH KH + glutamina 1 mM + NADH 50 uM

*KH= Krebs-Henseleit

Ao término do experimento, o figado foi retirado e pesado para que a producao de
glicose por grama de figado (umol.min't.g?) pudesse ser quantificada. A expressédo dos
resultados em relacdo ao peso do 6rgao permite comparacdes de experimentos nos quais

sdo utilizados figados com diferentes pesos.

3.5 Avaliagéo da neoglicogénese in vivo

Neste teste, os substratos neoglicogénicos piruvato (1 mg/Kg) ou glutamina (0,5
mg/Kg) foram administrados intraperitonealmente em ratos anestesiados com tiopental
(50 mg/Kg), no dia 12 apdés a inoculacdo das células tumorais (grupo tumor) ou PBS
(grupo saudavel). Amostras de sangue foram coletadas por gotejamento, ap0s corte da
ponta da calda, nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos ap0s a injecdo dos substratos. As
amostras foram mantidas em banho de gelo até o momento da centrifugacdo. Os plasmas

obtidos foram utilizados para determinacgdo da glicemia.

3.6 Determinacéo da concentracdo de glicose

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

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

Glicose + O2 + H20 ©©8,  4cido glucdnico + H202

2H202 + 4-AF + fenol P92, 4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H20
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3.7 Procedimento estatistico

A distribuicdo normal (testes de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das variancias
(teste de Brown Forsythe) foram testadas e o teste t de student ndo pareado foi
empregado para analise dos resultados. A areas sob as curvas (AUCs) foram calculadas
no intervalo entre 10-40 min (lactato e piruvato) e 10 a 100 min (glutamina), tomando
como Vvalores basais os dois Ultimos pontos antes da infusdo dos precursores
neoglicogénicose, as diferengas entre as mesmas foram realizadas pelo programa
GRAPHPAD PRISM-5.0. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média

e um nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi adotado.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da neoglicogénese em perfuséo de figado in situ

A neoglicogénese dos ratos nos dias 5, 8 e/ou 12 de desenvolvimento do tumor
Walker-256 e dos controles saudaveis correspondentes foi avaliada em figados
submetidos a perfusdo in situ com varias concentracdes de precursores neoglicogénicos
(lactato, piruvato e/ou glutamina), associados ou ndo a varias concentracdes de NADH.

Em todos os experimentos, a producdo hepatica de glicose nos primeiros 10
minutos de perfusdo, antes da infusdo dos precursores neoglicogénicos, a qual
corresponde a liberacdo de glicose proveniente do glicogénio hepético residual, apos 24
horas de privacao alimentar, foi baixa e semelhante entre os ratos portadores de tumor e
0S seus respectivos controles saudaveis (Figuras 2 a 7).

A infusdo dos precursores neoglicogénicos (lactato, piruvato e/ou glutamina) no
figado no 10° minuto do periodo de perfusdo aumentou a producéo de glicose dos ratos
saudaveis e portadores de tumor, a qual retornou aos valores basais ap0s a retirada dos
precursores (Figuras 2 a 7).

Entretanto, o aumento da producéo de glicose a partir do lactato 2 mM foi menor
nos ratos portadores de tumor com 5 (Figura 2A), 8 (Figura 2B) e 12 (Figura 2C) dias de
desenvolvimento tumoral em comparacdo aos saudaveis, como mostrado pelas
respectivas AUCs (Figuras 2D, 2E, 2F).

Diferentemente do lactato 2 mM, a infusdo de lactato 3, 55 e 8 mM,
respectivamente nos figados dos ratos com 5 (Figura 3A), 8 (Figura 3B) e 12 (Figura 3C)
dias de desenvolvimento tumoral, aumentou de modo semelhante a producéo hepética de
glicose dos ratos portadores de tumor e saudaveis, como mostrado pelas AUCs
correspondentes (Figuras 3D, 3E, 3F). Vale ressaltar que estas concentracfes de lactato,
de 3, 5,5 e 8 mM, sdo semelhantes as encontradas respectivamente nos dias 5, 8 e 12 de
desenvolvimento do tumor Walker-256 (CASSOLLA et al., 2012).

De modo similar a infusdo isolada de lactato 2 mM, a infuséo de lactato 2 mM
associada ao NADH 25 pM promoveu menor aumento na producdo de glicose dos ratos
portadores de tumor, com 12 dias de desenvolvimento tumoral, em comparagdo aos
saudaveis (Figura 4A), como evidenciado pela AUC (Figura 4D). Porém, a infusdo de
lactato 2mM associada ao NADH 50 uM (Figura 4B) e 75 puM (Figura 4C) promoveu maior
producédo de glicose em figados de ratos portadores de tumor quando comparada aos

ratos saudaveis, como mostrado nas respectivas AUCs (Figuras 4Ee 4F).
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A infusdo hepética do piruvato 2 mM (Figura 5A), 5 mM (Figura 5B) e 8 mM
(Figura 5C) elevou menos a producéo de glicose nos ratos portadores de tumor, com 12
dias de desenvolvimento tumoral, do que nos saudaveis, como pode visto pelas AUCs
correspondentes (Figuras 5D, 5E, 5F).

A infuséo hepatica do piruvato 2 mM associada ao NADH 25 puM (Figura 6A)
também causou menor aumento na producdo de glicose nos ratos portadores de tumor,
com 12 dias de desenvolvimento tumoral, do que nos saudaveis, como ilustrado pelas
AUCs (Figura 6D). No entanto, a infusdo hepatica do piruvato 2mM associada ao NADH
50 uM (Figura 6B) e 75 uM (Figura 6C) elevou a producao de glicose nos ratos com 12
dias de desenvolvimento tumoral para valores superiores (50 uM) ou similares (75 uM) a
dos ratos saudaveis, como observado pelas AUCs correspondentes (Figuras 6E e 6F).

Finalmente, a infusdo hepatica de glutamina 1 mM promoveu menor aumento na
producdo de glicose nos ratos com 12 dias de desenvolvimento tumoral do que nos
saudaveis (Figura 7A), como evidenciado pelas AUCs (Figura 7D). Porém, a infusdo de
glutamina 2,5 mM (Figura 7B) e de glutamina 1 mM associada ao NADH 50 uM (Figura
7C) aumentou de forma similar a producéo de glicose dos ratos com 12 dias de tumor e
dos saudéaveis, como mostrado pelas AUCs correspondentes (Figuras 7E e 7F).

28



Loy
o

18

A Infusdo de lactato 2 mM | & Saudavel = {W® Saudavel
Enl O+ Tumor 5 dias E 169 Tumor 5 dias
P Q |
' 0.81 © 144
£ M

O -
£ 1 @ 12_
£ 0.61 1 3 L0
& > ]
Q o)
°© oS g
=) i o)
8 0.4 o 6.
> .
< s
o a 4
3 0.2 < 4 ok
S S
o 8 24
< 4
0.0+———— L B L B AL B R A L A L R | 0-
0 10 20 30 40 50 60
1.0 . ; 18 Tem Saudavel

B Infusdo de lactato 2 mM & Saudavel = _
o -+ Tumor 8 dias 'E 164 Tumor 8 dias
=2 o
rl| <
= © 144
E g ]

[e] .
~ o
2 5 107
(o] ()
L T g-

o
c?; "‘g, 1 *
° 5 6 e
3 s
O S 4
3 s 4
o S |
o 8 24

< 4

0_
1.0 5 & Saudavel ~ 18 7

C Infus&o de lactato 2 mM _ = ~°mm Saudavel F
— 1 {3+ Tumor 12 dias € 16- 3 Tumor 12 dias
P 0.8 S
' T ©

c N i
€ g 14
= A
£ S 121
£ 0.6 g
o 4
9 3 10. .
38 > ==
© 0.4 2 8
S g 1
Q o 6+
wT S 4
4 o
3 0.2- S 4
e - o
o / o
EFFMM:E S 2
D o
0.0+——— T T T T T T T L L B R R | < 0-

20 30 40 50 60
Tempo de perfusao (min)

o
=
o

Figura 2. Neoglicogénese in situ (A, B e C) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E e F)
durante a infusado de lactato 2 mM em figados de ratos saudaveis e portadores de tumor Walker-256,
com 5, 8 e 12 dias de desenvolvimento tumoral. Figados de ratos com 24 horas de privagédo alimentar
foram submetidos a perfusdo como descrito em Material e Métodos. Lactato foi infundido no intervalo entre
10 e 40 min. Dados representam a média + erro padrao da média de 4 a 8 ratos. Diferencas entre as AUCs
foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado. *p<0,05 e ***p<0,001 versus saudavel.
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Figura 3. Neoglicogénese in situ (A, B e C) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E e F)
durante a infusdo de lactato 3, 5,5 ou 8 mM em figados de ratos saudéaveis e portadores do tumor
Walker-256, com 5, 8 e 12 dias de desenvolvimento tumoral. Figados de ratos com 24 horas de privagédo
alimentar foram submetidos a perfusdo como descrito em Material e Métodos. Lactato foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 min. Dados representam a média + erro padrdo da média de 8 a 10 ratos. Diferencas
entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado.
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Figura 4. Neoglicogénese in situ (A, B e C) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E e F),
durante a infusdo de lactato 2 mM e NADH 25, 50 ou 75 pM em figados de ratos saudaveis e
portadores do tumor Walker-256, com 12 dias de desenvolvimento tumoral. Figados de ratos com 24
horas de privagéo alimentar foram submetidos & perfusdo como descrito em Material e Métodos. Lactato e
NADH foram infundidos no intervalo entre 10 e 40 min. Dados representam a média + erro padrdo da média
de 5 a 10 ratos. Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado. *p<0,05
versus saudavel.
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Figura 5. Neoglicogénese in situ (A, B e C) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E e F),
durante a infusdo de piruvato 2, 5 e 8 mM em figados de ratos saudaveis e portadores do tumor
Walker-256, com 12 dias de desenvolvimento tumoral. Figados de ratos com 24 horas de privacdo
alimentar foram submetidos a perfusdo como descrito em Material e Métodos. Piruvato foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 min. Dados representam a média + erro padrdo da média de 5 a 10 ratos. Diferencas
entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado. *p<0,05 e **p<0,01 versus saudavel.
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Figura 6. Neoglicogénese in situ (A, B e C) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E e F),
durante a infusdo de piruvato 2 mM e NADH 25, 50 ou 75 uM, em figados de ratos saudaveis e
portadores do tumor Walker-256, com 12 dias de desenvolvimento tumoral. Figados de ratos com 24
horas de privacéo alimentar foram submetidos a perfusdo como descrito em Material e Métodos. Piruvato e
NADH foram infundidos no intervalo entre 10 e 40 min. Dadosrepresentam a média + erro padrdo da média
de 4 a 8 experimentos. Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado,
*p<0,05 versussaudavel.
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Figura 7. Neoglicogénese in situ (A, B e C) e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (D, E e F),
durante a infusdo de glutamina 1 e 2,5 mM ou 1 mM +NADH 50 uM, em figados de ratos saudaveis e
portadores do tumor Walker-256, com 12 dias de desenvolvimento tumoral. Figados de ratos com 24
horas de privacéo alimentar foram submetidos a perfusdo como descrito em Material e Métodos. Glutamina
foi infundida no intervalo entre 10 e 40 min. Dados representam a média + erro padrdo da média de 4 a 8
experimentos. Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado. *p< 0,05
versus saudavel.
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4.2 Avaliacao da neoglicogénese in vivo

Ratos portadores de tumor, com 12 dias de desenvolvimento tumoral,
apresentaram menor glicemia basal (O min) do que os ratos saudaveis (Figuras 7A e 7B).
A administracdo intraperitoneal dos precursores neoglicogénicos piruvato (1,0 mg/kg)
(Figura 7A) e glutamina (0,5 mg/kg) (Figura 7B) aumentou a glicemia dos ratos portadores
de tumor e saudaveis de modo similar, como mostrado pela % de aumento da glicemia

em relacdo aos respectivos valores basais (Figuras 7C e 7D).
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Figura 8. Neoglicogénese in vivo durante a administracdo de piruvato (A) ou glutamina (B) e as
respectivas % de aumento da glicemia (C e D) em ratos saudaveis e portadores do tumor Walker-256,
com 12 dias de desenvolvimento tumoral. Ratos com 24 horas de privacao alimentar foram submetidos a
administracdo intraperitoneal de piruvato (1,0 mg/kg) e glutamina (0,5 mg/kg) no tempo O min, como descrito
em Material e Métodos. Dados representam a média + erro padrdo da média de 8 a 19 ratos. As% de
aumento da glicemia em relacdo ao basal foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado.
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5 DISCUSSAO

E sugerido que processos desperdicadores de energia, como a maior atividade do
ciclo lactato-glicose (ciclo de Cori), contribua para a caquexia do cancer, uma vez que
energia extra para a manutencdo deste ciclo € retirada dos estoques de lipideos e
proteinas (BONGAERTS et al., 2006; FRIESEN; BARACOS; TISDALE, 2005).

Pacientes com caquexia do cancer apresentam maior atividade do ciclo lactato-
glicose (BONGAERTS et al.,, 2006; FRIESEN; BARACOS; TISDALE, 2005), a qual é
atribuida a alta lactatemia e a maior capacidade do figado em converter o lactato em
glicose (maior atividade neoglicogénica) (LUNDHOLM et al.,, 1982; WATERHOUSE;
JEANPRETRE; KEILSON, 1979).

Ratos com caquexia induzida por tumor Walker-256 também apresentam varias
anormalidades metabdlicas, semelhantes as encontradas em pacientes com caquexia do
cancer, incluindo hiperlactatemia (CASSOLLA et al., 2012). Porém, diferente dos
pacientes com cancer, estes animais mostraram inibicdo da neoglicogénese a partir de
varios precursores de glicose (ACCO et al.,, 2007; CORBELLO PEREIRA et al., 2004;
MOREIRA et al., 2013), incluindo o lactato 2 mM (DA VEIGA et al., 2008; DE SOUZA et
al., 2015), em estudos de perfuséo de figado.

Estendendo estes achados (DA VEIGA et al., 2008; DE SOUZA et al., 2015), o
presente estudo mostrou menor inibicdo da neoglicogénese a partir do lactato 2 mM nas
fases precoce (dia 5), intermediaria (dia 8) e avancada (dia 12) do desenvolvimento
tumoral, como constatado pela menor producédo hepética de glicose nos ratos portadores
de tumor Walker-256 em comparacao aos ratos saudaveis (Figura 2).

E possivel que a menor inibicdo da neoglicogénese observada nos dias 5, 8 e 12
de tumor (Figura 2), assim como nos demais estudos de perfusao de figado (ACCO et al.,
2007; CORBELLO PEREIRA et al., 2004; DA VEIGA et al., 2008; DE SOUZA et al., 2015;
MOREIRA et al., 2013) seja porque fatores alterados no sangue dos ratos portadores de
tumor que aumentam a neoglicogénese, como o aumento de AGLS, a hiperlactatemia
(CASSOLLA et al., 2012) e a hipoinsulinemia (DE FATIMA SILVA, 2017; FERNANDES et
al., 1990), ndo foram simulados nos estudos de perfuséo.

Considerando que no presente estudo (Figura 2), assim como nos outros estudos
de perfusdo (DA VEIGA et al., 2008; DE SOUZA et al., 2015), foi usada uma

concentracdo de lactato similar a lactatemia dos ratos saudaveis (2 mM), a qual néo
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reflete a hiperlactatemia dos ratos portadores de tumor, o efeito de concentracoes
circulantes de lactato na neoglicogénese foi avaliado (Figura 3).

Os resultados mostraram que concentracfes de lactato simulando a lactatemia
encontrada nos dias 5 (3 mM), 8 (5,5 mM) e 12 (8 mM) de tumor (CASSOLLA et al., 2012)
restauraram a inibicdo da neoglicogénese observada a partir do lactato 2 mM, como
evidenciado pela similaridade na producéo de glicose entre ratos portadores de tumor e
saudaveis (Figura 3).

Estes resultados evidenciam que as divergéncias relatadas na neoglicogénese
entre ratos portadores de tumor Walker-256 (neoglicogénese reduzida) e pacientes com
cancer (neoglicogénese aumentada) se deve, em parte, a falta de simulacdo da
hiperlactatemia nos estudos de perfusao de figado.

No figado, o lactato é convertido em piruvato pela lactato desidrogenase em uma
reacdo que gera NADH. O NADH é usado na neoglicogénese, sendo essencial para o
funcionamento da via (Figura 1). Deste modo, é possivel que maiores concentracées de
lactato restauraram a inibicdo da neoglicogénese por aumentarem a razdo NADH/NAD*
(potencial redox), a qual esta reduzida no figado dos ratos portadores de tumor. Ratos
portadores de tumor Walker-256 apresentam baixa razdo NADH/NAD* hepatica, tanto na
mitocondria (DA VEIGA et al., 2008; VICENTINO et al., 2002a) como no citosol (ARGILES
e LOPES-SORIANO, 1991). Esta menor razdo NADH/NAD* parece ser devida & menor
oxidacado de AGLs, causada pela reducao de atividade das carnitina palmitoil transferases
1 (CPT1) e 2 (CPT2), enzimas envolvidas no transporte de AGLs do citosol para a
mitocondria (DA VEIGA et al.,, 2008; SEELAENDER et al.,, 1998; VICENTINO et al.,
2002a) (Figura 1). A baixa razdo NADH/NAD™* no figado também pode ser devida a menor
taxa de captacédo e oxidacdo de glicose, decorrente da menor atividade da glicoquinase
(VICENTINO et al., 2002b), a enzima que fosforila a glicose que entra no hepatdcito
facilitando sua captacao.

Diante da hipétese de que maiores concentracfes de lactato podem restaurar a
inibicdo da neoglicogénese por aumentarem a razdo NADH/NAD*, nos avaliamos a
neoglicogénese a partir do lactato 2 mM, associado a varias concentracbes de NADH
(Figura 4).

Diferentemente da infusdo isolada do lactato 2 mM, a producdo hepatica de
glicose a partir do lactato 2 mM associado ao NADH 50 ou 75 yM, mas n&o ao NADH 25
MM, aumentou a produgao de glicose nos figados dos ratos com 12 dias de tumor, para
valores superiores ao dos ratos saudaveis (Figura 4). Estes resultados corroboram nossa

hipotesede que a inibicdo da neoglicogénese a partir de baixa concentracéo de lactato (2
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mM) provavelmente foi restaurada pelo aumento da razdo NADH/NAD* no figado dos
ratos portadores de tumor. O NADH na concentracdo de 25 uM nao deve ter sido
suficiente para a normalizacdo do potencial redox no figado dos ratos portadores de tumor
e consequentemente para a restauracéo da inibicdo da neoglicogénese (Figura 4).

Como o piruvato ndo gera NADH (Figura 1) nés avaliamos a neoglicogénese a
partir do piruvato 2, 5 e 8 mM, concentracdes similares as usadas com o lactato (Figura
5). Ratos com 12 dias de tumor apresentaram menor producdo hepatica de glicose a
partir do piruvato 2 mM, em comparagdo aos saudaveis, como ocorreu para o lactato 2
mM. Entretanto, a infusdo de altas concentracdes de piruvato (5 e 8 mM), diferentemente
da infusdo de altas concentragfes de lactato (3, 5,5 e 8 mM), ndo restabeleceu a inibicdo
da neoglicogénese a partir do piruvato 2 mM (Figura 5), provavelmente porque o piruvato,
por ndo gerar NADH, n&o restaurou o reduzido potencial redox.

Em consisténcia, a menor inibicdo da producdo hepatica de glicose a partir do
piruvato 2 mM associado ao NADH 50 ou 75 uM, mas ndo ao NADH 25 uM, foi restaurada
nos ratos com 12 dias de tumor (Figura 6), como ocorreu para a associacao lactato 2 mM
+ NADH, corroborando nossa proposicao que a inibicdo da neoglicogénese a partir do
piruvato 2 mM foi restaurada pelo aumento da razdo NADH/NAD*.

A falta de efeito do NADH 25 yM na restauracdo da neoglicogénese a partir do
piruvato 2 mM esta em acordo com os resultados obtidos com a associagdo NADH 25 uM
+ lactato 2 mM (Figura 4) e também pode ser justificada pela insuficiéncia desta
concentragao (25 uM) na normalizagdo do potencial redox.

Como a glutamina também é um precursor neoglicogénico gerador de NADH, a
neoglicogénese a partir da glutamina 1 e 2,5 mM foi avaliada (Figura 7). Ratos com 12
dias de tumor apresentaram menor producdo hepética de glicose a partir da glutamina 1
mM, mas néo a partir da glutamina 2,5 mM (Figura 7), corroborando estudos anteriores
gue também n&o encontraram inibicdo da neoglicogénese a partir da glutamina 2,5 mM
em perfusdo de figado de ratos portadores de tumor Walker-256 (CORBELLO PEREIRA
et al., 2004). Estes resultados evidenciam que maior concentragdo de glutamina (2,5 mM)
restaura a inibicdo da neoglicogénese observada a partir de baixa concentracdo de
glutamina (1,0 mM) provavelmente porque gera mais NADH, restabelecendo o reduzido
potencial redox no figado. Vale observar que a glutamina gera mais NADH que o lactato
(Figura 1). Em consisténcia com estes resultados, estudos de perfusdo de figado
mostraram inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina 0,7 mM (DA VEIGA et al., 2008)
e 2,5 mM (DE SOUZA et al., 2015) neste mesmo modelo experimental de cancer,

indicando que maior concentracao de alanina (2,5 mM), diferentemente da glutamina (2,5
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mM), nédo restaura a inibicdo da neoglicogénese porque a alanina ndo gera NADH (Figura
1) e portanto ndo restaura o baixo potencial redox do figado.

A infuséo de glutamina 1 mM, associada ao NADH 50 uM, aumentou a producéo
hepatica de glicose dos ratos com 12 dias de tumor para valores similares ao dos ratos
saudaveis (Figura 7), corroborando também a hipétese que o aumento da razéo
NADH/NAD* restaura a inibicdo da neoglicogénese em perfusdo de figado de ratos
portadores de tumor.

Considerando que o aumento de NADH aumenta o gradiente eletroquimico de
prétons através da membrana mitocondrial interna, o qual € necessério para a sintese de
ATP pelo complexo ATP sintetase, é plausivel sugerir que parte dos efeitos do aumento
do NADH na restauracdo da inibicdo da neoglicogénese foi mediada pelo aumento do
ATP. De fato, o ATP, assim como o NADH, é essencial para a neoglicogénese e seu
conteldo estd diminuido no figado dos ratos portadores de tumor Walker-256
(CORBELLO PEREIRA et al., 2004; DE SOUZA et al., 2015). O baixo contetudo hepatico
de ATP nestes animais, como ja descrito para a baixa razdo NADH/NAD®*, parece ser
devido a reducdo da oxidacdo de AGLSs, decorrente da menor atividade ou expressao da
CPT1 e CPT2 (DE SOUZA et al., 2015; LIRA et al., 2010; SEELAENDER et al., 1998;
VICENTINO et al., 2002a), e a reducédo da captacédo/oxidacdo de glicose decorrente da
inibicdo da glicoquinase (VICENTINO et al., 2002a). Além disso, 0 baixo conteudo
hepéatico de ATP nos ratos Walker-256 pode ser decorrentedo aumento de proteinas
desacopladoras mitocondriais (UCPs). As UCPs transportam H* (prétons) através da
membrana mitocondrial interna, dissipando o gradiente eletroquimico de proétons
necessario para a sintese de ATP (TISDALE, 2005). O LMF e o TNFa parecem aumentar
a expressdo de UCPs em varios tecidos, incluindo o hepéatico (MARTIGNONI; KUNZE;
FRIESS, 2003).

Foi observado que alta concentracdo de AGLs (oleato), simulando a concentracao
circulante usualmente encontrada em ratos portadores de tumor Walker-256, restaurou a
inibicdo da neoglicogénese a partir do lactato/piruvato (2,0/0,2 mM) em perfusdo de figado
(DA VEIGA et al., 2008). Alta concentracdo de AGLs pode aumentar o reduzido potencial
redox (razdo NADH/NAD®*) e o estado energético (ATP) do figado, duas condi¢bes
necessarias para a restauracdo da inibicdo da neoglicogénesenos ratos portadores de
tumor.

Estudos do nosso laboratorio (DE SOUZA et al.,, 2015) mostraram que o
tratamento com ibuprofeno, um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES), inibidor da

sintese de prostaglandinas, restaurou a reducdo do conteddo de ATP e a inibicdo da
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neoglicogénese a partir do lactato (2 mM), piruvato (5 mM) e da alanina (2,5 mM) em
perfusdo de figado de ratos portadores de tumor Walker-256. Estes efeitos do ibuprofeno
foram associados ao aumento da expressao génica de CPT1, a qual esta diminuida no
figado dos ratos portadores de tumor (DE SOUZA et al., 2015). O aumento da expressao
de CPT1 pode aumentar o transporte de AGLs do citosol para a mitocondria e
consequentemente a sua oxidacéo, geracdo de NADH e sintese de ATP, restaurando a
inibicdo da neoglicogénese.

Finalmente, o efeito da administracdo intraperitoneal de piruvato (1,0 mg/kg) ou
glutamina (0,5 mg/kg) sobre a glicemia (teste neoglicogénicoin vivo) foi avaliado.

Como previamente observado, ratos portadores de tumor Walker-256, com 12
dias de desenvolvimento tumoral, apresentaram menor glicemia basal (0 min), antes da
administracdo dos precursores neoglicogénicos, do que os ratos saudaveis, um resultado
compativel com a alta taxa de captacao e utilizacdo de glicose pelas células tumorais,
(CASSOLLA et al., 2012) (Figura 8). A administracdo dos precursores neoglicogénicos
(piruvato ou glutamina) aumentou a glicemia dos ratos portadores de tumor e saudaveis
de modo similar (Figura 8), evidenciando que de fato a neoglicogénese ndo esta inibida
na condi¢&o in vivo nos ratos portadores de tumor Walker-256.

E possivel que na condi¢cdo in vivo a neoglicogénese hepatica dos ratos
portadores de tumor Walker-256 esteja inclusive aumentada, visto que estes animais
apresentam além de hiperlactatemia, aumento acentuado de AGLsS no sangue e
hipoinsulinemia, fatores que possuem potentes efeitos estimulatérios na neoglicogénese.

Assim, os resultados do presente estudo corroboram com a maior atividade
neoglicogénica relatada em pacientes com cancer e conseqguentemente com a maior
atividade do ciclo lactato-glicose (ciclo de Cori), um possivel contribuidor da caquexia do

cancer.
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6. CONCLUSAO

Pode ser concluido que altas concentracdes de lactato, similares a lactatemia dos
ratos portadores de tumor Walker-256 (3, 5,5 e 8 mM) restabeleceram a inibicdo da
neoglicogénese hepatica observada a partir de baixas concentracdes de lactato (2 mM)
em perfusdo de figado de ratos com 5, 8 e 12 dias de desenvolvimento do tumor Walker-
256, por mecanismo que provavelmente envolveu aumento do baixo potencial redox
(NADH).
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