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MORAIS, HELY. Avaliagcdo da resposta a insulina e ao AMPc em ratos com
tumor Walker-256. 2011. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

O cancer é considerado o maior problema de saude publica em diversos paises e a
manifestagcdo mais comum do avango maligno da doenga € a caquexia. A caquexia
no cancer é caracterizada por acentuada perda de peso, decorrente do predominio
do catabolismo e anorexia, e por varias anormalidades metabdlicas como a
resisténcia a insulina. A resisténcia insulinica em pacientes com cancer poderia
contribuir para a exacerbagdo dos processos catabodlicos no tecido muscular,
adiposo e hepatico e consequentemente para o desenvolvimento da caquexia.
Considerando que nao ha informagdes sobre a resisténcia a insulina em ratos com
caquexia induzida por tumor Walker-256, particularmente ao Ilongo do
desenvolvimento tumoral, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a resposta
periférica e hepatica a este horménio. A resposta hepatica a adenosina monofosfato
ciclica (AMPc) e ao N°-monobutiril-AMPc (N°-MB-AMPc) também foi avaliada. Nos
experimentos foram usados ratos Wistar portadores (WK) ou nao (controle e controle
pair fed) de tumor Walker-256. Para a implantagdo do tumor, 8x10’ células Walker-
256 foram inoculadas subcutaneamente no flanco direito traseiro dos animais. Ratos
controles (alimentacdo a vontade) e controles pair fed (alimentagdo reduzida,
semelhante a dos animais com tumor portadores de anorexia) foram inoculados com
PBS (salina tamponada com fosfato) no mesmo local. A resposta periférica a
insulina foi avaliada por meio do teste de tolerancia a insulina em ratos no 2° (WK
2°), 5° (WK 5°), 8° (WK 8°) e 12° (WK 12°) dia de desenvolvimento tumoral e nos
respectivos controles. Para tanto, foi feita a administracdo endovenosa de insulina
(0,25 U/Kg), em ratos com 24 horas de privagao alimentar, e avaliagdo da glicemia
nos tempos 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos apds a injegcado de insulina. A
resposta hepatica a insulina, ao AMPc e N®-MB-AMPc foi avaliada em perfusdo de
figado in situ. A resposta hepatica a insulina, no catabolismo do glicogénio
estimulado pelo AMPc, foi avaliada no 2° e 5° dia de tumor e nos controles pair fed
correspondentes. Nestes estudos os figados foram submetidos a perfusdo com
AMPc (3 uM), na auséncia ou presenga de insulina (500 pU/mL). A resposta
hepatica ao AMPc (3 uM ou 9 uM) no catabolismo do glicogénio, foi avaliada em
ratos no 5° e 8° dia de tumor, nos controles pair fed correspondentes e nos
controles. A resposta hepatica ao AMPc e ao N®-MB-AMPc no catabolismo da
glicose, foi avaliada no 5° e/ou 12° dia de tumor e nos controles. Nestes
experimentos figados de animais, com 24 horas de privagdo alimentar, foram
submetidos a perfusao com glicose (20 mM), na auséncia ou presenca de AMPc (6
nM) ou N®-MB-AMPc (1 uM). Em todos os experimentos de perfusdo amostras do
perfusado efluente do figado foram coletadas para determinacdo da produgao
hepatica de glicose, lactato e piruvato e das taxas de glicogendlise ou glicélise. Os
resultados demonstraram menor (p<0,05) resposta periférica a insulina nos grupos
WK 5° WK 8° e WK 12°, mas nao no WK 2° em relagdo aos controles, sugerindo
resisténcia periférica a insulina ja no 5° dia de tumor. Quanto a resposta hepatica a
insulina no catabolismo do glicogénio, a insulina reduziu (p<0,05) a producédo de
glicose e glicogendlise estimulada pelo AMPc de modo similar nos animais



portadores de tumor (WK 2° e WK 5°) e nos controles pair fed, sugerindo auséncia
de resisténcia hepatica a insulina nestes estagios de desenvolvimento tumoral. Com
relacdo a resposta hepatica ao AMPc, no catabolismo do glicogénio, animais WK 5°
e WK 8° apresentaram menor (p<0,05) resposta ao AMPc (3 uM e 9 uM) na
estimulagdo da produgado de glicose e glicogendlise em relagdo aos controles pair
fed e controles. Os animais portadores de tumor também apresentaram menor
(p<0,05) resposta ao AMPc (6 M) (grupos WK 5° e WK 12°) e ao N°®-MB-AMPc
(TuM) (grupo WK 5°) na inibicdo do catabolismo da glicose (glicdlise) em
comparagao aos controles. A diminuicao da resposta ao AMPc no catabolismo do
glicogénio provavelmente n&o foi decorrente do menor conteudo de glicogénio
hepatico, visto que também houve menor resposta ao AMPc no catabolismo da
glicose quando os estoques de glicogénio do figado foram depletados e nem do
aumento da atuagdo da fosfodiesterase 3B (PDE3B), visto que o N®-MB-AMPc, um
analogo do AMPc ndo degradado pela PDE3B, né&o teve efeito no catabolismo da
glicose (glicolise). Em sintese, os resultados indicam que ratos portadores de tumor
Walker-256 apresentam diminuicdo da resposta periférica, mas nao hepatica, a
insulina e diminuicao da resposta hepatica ao AMPc ja no 5° dia de desenvolvimento
tumoral.

Palavras-chave: Cancer. Caquexia Walker-256. Resisténcia a insulina.
Glicogendlise hepatica. Glicolise hepatica. Adenosina monofosfato
ciclica. (AMPc).
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ABSTRACT

Cancer is considered the largest public health problem in many countries and the
most common manifestation of the progress of malignant disease is cachexia.
Cachexia in cancer is characterized by severe weight loss, due to the predominance
of catabolism and anorexia, and several metabolic abnormalities like insulin
resistance. Insulin resistance in cancer patients could contribute to the exacerbation
of catabolic processes in muscle, adipose and hepatic tissue and thus for the
development of cachexia. Considering that no information on insulin resistance in
mice with Walker-256 tumor-induced cachexia, particularly along the tumor
development, the main goal of this study was to evaluate the peripheral and hepatic
response to this hormone. The hepatic response to cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) and N®-monobutiril-cAMP (NG—MB-CAMP) was also evaluated. In experiments
were used Wistar rats bearing (WK) or not (control and control pair fed) Walker-256
tumor. For tumor implantation, 8x10” Walker-256 cells were subcutaneously
inoculated in the right rear flank of the animals. Control rats (fed ad libitum) and pair
fed controls (reduced fed, similar to tumor-bearing animals with anorexia) were
inoculated with PBS (phosphate buffered saline) in the same place. The peripheral
insulin response was evaluated using the insulin tolerance test in mice at 2" (WK
2™, 5™ (WK 5M), 8" (WK 8M) and 12" (WK 12™) days of tumor development and in
their controls. For this, was made intravenous administration of insulin (0.25 U/kg) in
rats with 24 hours of food deprivation, and evaluation of blood glucose at 0, 5, 10, 15,
30, 45, 60 and 90 minutes after insulin injection. The hepatic response to insulin,
cAMP and N°-MB-cAMP was evaluated in liver perfusion in situ. The hepatic
response to insulin, in glycogen catabolism stimulated by cAMP, was evaluated at 2™
and 5" days of tumor and corresponding pair fed controls. In these studies, the livers
were submitted to perfusion with cAMP (3 uM) in the absence or presence of insulin
(500 pU/mL). The hepatic response to cAMP (3 uM or 9 uM) on glycogen catabolism,
was evaluated in rats at 5" and 8" days of tumor, at the corresponding pair fed
controls and the controls. The hepatic response to cAMP and N°®-MB-cAMP in
glucose catabolism, was assessed at 5" and/or 12" days of tumor and controls. In
these experiments livers of animals, with 24 hours of food deprivation, were
submitted to perfusion with glucose (20 mM), in the absence or presence of cCAMP (6
uM) or N®-MB-cAMP (1 pM). In all perfusion experiments samples of effluent
perfusate of liver were collected to determine hepatic production of glucose, lactate
and pyruvate and the rate of glycogenolysis or gIZconsis. Results showed lower
(p<0.05) peripheral insulin response in groups WK 5", WK 8™ and WK 12™, but not in
the WK 2™, compared to controls, suggesting peripheral insulin resistance already in
the 5™ day of tumor. Concerning hepatic response to insulin in glycogen catabolism,
insulin decreased (p<0.05) glucose production and glyco%enolysis promoted by
cAMP similarly in tumor-bearing animals (WK 2™ and WK 5") and pair fed controls,
suggesting the absence of hepatic insulin resistance in these stages of tumor
development. In relation the hepatic response to cAMP, on glycogen catabolism,



animal WK 5™ and WK 8™ had lower (p<0.05) response to cAMP (3 pM and 9 uM) in
the stimulation of glucose production and glycogenolysis compared to pair fed control
and controls. Animals bearing tumors also had lower (p<0.05) response to cAMP (6
uM) (groups WK 5" and WK 12") and N°®-MB-cAMP (1 pM) (group WK 5™) on
inhibition of glucose catabolism (glycolysis) compared to controls. The decrease in
cAMP response to glycogen catabolism was probably not due to lower hepatic
glycogen content, whereas also had lower cAMP response to glucose catabolism
when liver glycogen stores were depleted, nor the increased activity of
phosphodiesterase 3B (PDE3B), whereas the N°-~MB-CAMP, a cAMP analogue not
degraded by PDE3B, had no effect on glucose catabolism (glycolysis). In summary,
the results indicate that rats with Walker-256 tumor have reduced peripheral, but not
hepatic, insulin response and decreased hepatic response to CAMP already on the
5" day of tumor development.

Keywords: Cancer. Cachexia. Walker-256. Insulin  resistance. Hepatic
glycogenolysis. Hepatic glycolysis. Cyclic adenosine monophosphate.
(CAMP).
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1 INTRODUCAO

O céancer é considerado o maior problema de saude publica em
diversos paises, sendo a segunda maior causa de morte na Europa, nos Estados
Unidos (ARGILES, 2005a) e também no Brasil (INCA, 2009).

Em 2005, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes de um total de 58
milhées de mortes ocorridas no mundo, o que representou 13% de todas as mortes.
Estima-se que, em 2020, o numero de novos casos anuais seja da ordem de 15
milhdes, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorrerao em paises em
desenvolvimento (INCA, 2007).

Pacientes com cancer frequentemente apresentam caquexia a qual
€ caracterizada pela diminuicdo involuntaria do peso corpdéreo decorrente da
reducao da ingestao de alimentos (anorexia) e principalmente da deplegao do tecido
adiposo e da massa muscular, consequente ao aumento do catabolismo (TISDALE,
1997a, 1999, 2000, 2002, 2004; INUI, 1999; VICENTINO et al., 2002a). A perda
macica de massa muscular é responsavel pela maior parte da perda de peso total e
pode ocorrer independentemente da diminuicdo da ingestdo alimentar ou da ma
absorgdo de nutrientes. Embora a caquexia sempre inclua um componente de
reducdo na ingestdo de alimentos, a anorexia € insuficiente para justificar a perda
excessiva de massa corporal. Na caquexia ha maciga deplecdo do musculo
esquelético, ausente na anorexia. Além disso, a suplementacdo alimentar ndo é
capaz de reverter o quadro caquético e a caquexia pode ocorrer na auséncia de
anorexia (TISDALE, 2001; LOBERG et al., 2007).

O grau de desenvolvimento da caquexia esta diretamente
relacionado a reducao da sobrevida (KAZANTZIS & SEELANDER, 2005; LELBACH
et al., 2007). Aproximadamente 30% das mortes por céncer sdo atribuidas a
caquexia e as suas consequéncias (BARTON, 2001), com a morte ocorrendo
tipicamente quando a perda de peso é de cerca de 30% (LOBERG et al., 2007). E
mais comum em criangas € idosos e se torna mais pronunciada com o evoluir da
neoplasia. Em geral, pacientes com tumores sélidos apresentam maior frequéncia
de caquexia (BRUERA, 1997).

Sugere-se que fatores produzidos pelo tumor e pelo tecido do
hospedeiro, na presenca de certos tumores, desempenham papel importante na

reducdo da massa tecidual e, por esta razdo, sdo chamados de mediadores da
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caquexia. Dentre os mediadores da caquexia encontram-se citocinas, fator
mobilizador de lipideos (LMF), fator indutor de protedlise (PIF), hormdnios
catabdlicos, neuropeptideos, neurotransmissores e toxormoénios (TISDALE, 1999,
2003; RUBIN, 2003; LOBERG et al., 2007). Estes mediadores atuam em multiplos
alvos como adipdcitos, midcitos, hepatdcitos, medula 6ssea, células endoteliais e
neurénios (TISDALE, 1999, 2003; RUBIN, 2003; LOBERG et al., 2007), induzindo
uma complexa cascata de respostas bioldgicas que culminam em progressiva perda
de peso, anorexia, anemia, astenia, deplecdo de estoque de lipideos, severa perda
protéica do musculo esquelético (LOBERG et al., 2007) e varias outras alteracées no
metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos.

O LMF produzido e liberado pelo tumor ou pelas metastases atua de
maneira similar a dos horménios lipoliticos (TISDALE, 2000), sendo um dos
responsaveis pela perda de massa adiposa no processo de caquexia no cancer por
manter a taxa de degradacao de triacilglicerdis maior do que a de sintese (TISDALE,
2003, 2004) liberando acidos graxos livres e glicerol na circulacdo (TISDALE,
1997a). Esta proteina interage com receptores [3-adrenérgicos promovendo
aumento dos niveis intracelulares de adenosina monofosfato ciclica (AMPc), em
resposta a ativagdo da adenilato ciclase, levando a ativagado da lipase hormdnio-
sensivel (HSL) (TISDALE & BECK, 1991), a qual estimula a hidrélise dos
triacilglicerdis nos adipécitos (ARNER, 1995). Nos hepatdcitos, o aumento de AMPc
induzido pelo LMF estimula a glicogendlise (HIRAI et al., 1997), aumentando a
liberac&o hepatica de glicose.

O PIF é uma (dlicoproteina produzida pelas células tumorais
(TODOROV et al., 1996, 1997) capaz de induzir a protedlise no musculo esquelético
por ativar a via ubiquitina-proteassoma dependente de ATP e reduzir a sintese
protéica muscular (TISDALE, 2000, 2001). O PIF foi encontrado na urina de
pacientes portadores de caquexia induzida pelo cancer, porém, estava ausente em
individuos com cancer néo caquéticos (TODOROV et al., 1996). A sua administragao
em camundongos nao portadores de tumor produziu um estado de caquexia, com
rapida perda de peso, devido a deplecao seletiva de massa magra (TISDALE, 1999,
2000).

As citocinas sdo peptideos produzidos principalmente por
macrofagos e linfécitos, mas também por outros leucécitos, células endoteliais,

fibroblastos e outras. Funcionam principalmente como reguladores das reagdes
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inflamatérias e imunes e nao sao produzidas constitucionalmente, mas sao
sintetizadas quando ha ativacado celular (RANG et al., 2004). Dentre as citocinas
envolvidas no desenvolvimento da caquexia estdo o fator de necrose tumoral a
(TNF-a), as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e os interferons (INF).

Altas concentracdes de TNF-a, IL-6 e IL-1 tém sido encontradas em
alguns pacientes com cancer e os niveis circulantes destas citocinas parecem
correlacionar com a progresséo do tumor (FEARON et al., 1991; MOLDAWER et al.,
1992; YANAGAWA et al., 1995; NOGUCHI et al., 1996; MATTHYS & BILLIAU, 1997;
MANTOVANI et al., 2000). Niveis séricos elevados de TNF-a foram encontrados em
ratos portadores de tumores sélidos com 7 dias de desenvolvimento em relagao aos
animais saudaveis (WAKI et al., 1999). Niveis séricos elevados de IL-6 também
foram encontrados em animais portadores de tumor Walker-256 (SHAO et al., 2006).
A administracao isolada ou combinada de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-q,
IL-1 e IL-6 € capaz de reduzir a entrada de alimento e aumentar a perda de peso
corporeo, reproduzindo a sindrome anorexia-caquexia observada no cancer (GELIN
et al.,, 1991; MOLDAWER et al., 1992; NOGUCHI et al., 1996; MATTHYS & BILLIAU,
1997; TISDALE, 1997a; INUI, 1999). E possivel, no entanto, que as concentracdes
circulantes de TNF-a e IL-6 ndo precisem estar elevadas para o desenvolvimento da
caquexia. Postula-se que o TNF-a e a IL-6 possam atuar como mediadores
autocrino/paracrino ao invés de serem mensageiros circulantes na caquexia
(TISDALE, 1997b).

O TNF-a tem sido a citocina mais estudada e pode ser considerado
o mediador mais importante no estabelecimento da caquexia do cancer, embora sua
atividade possa estar associada a outras citocinas tais como a IL-6 (VOORZANGER
et al., 1996; ALVAREZ et al., 2002). Acredita-se que o TNF-a atue como um
segundo estimulador das demais citocinas, como no caso da IL-1 que tem sua
secregao induzida pelo TNF-a, e ambas estimulam outras citocinas como a IL-6
(TISDALE, 2001) e os interferons (RANG et al., 2004). A IL-6, por sua vez, inibe a
expressao do gene do TNF-a (LANGSTEIN & NORTON, 1991).

O TNF-a é responsavel pela diminuicdo da massa adiposa
provavelmente por inibir a lipogénese e adipogénese e por estimular a lipdlise e a
apoptose de adipdcitos e pré-adipocitos (WARNE, 2003). O TNF-a e também as
citocinas IL-6, IL-1a e INF-y sdo capazes de inibir a enzima lipoproteina lipase

endotelial (LPL) (BERG et al., 1994), reduzindo a captagdo de acidos graxos do
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plasma e a adipogénese pelos adipdcitos, e de ativar a HSL, estimulando a lipdlise
nos adipocitos (ARNER, 1995), o que resulta no aumento da concentragao de acidos
graxos e triacilglicerdis na circulagdo (TREDGET et al., 1988; TISDALE, 1999).

Tem sido sugerido que as citocinas TNF-a, IL-6, IL-1 (KOTLER,
2000; TISDALE, 2003) e INF-y (TISDALE, 2003; ACHARYYA et al., 2004) também
podem estar associadas & protedlise e apoptose no musculo esquelético (ARGILES
et al., 2005b). A administragao in vivo de TNF-a aumentou a expressao do gene (via
fator de transcricdo NF-kB) e a concentragdo de ubiquitina em musculo esquelético
de ratos (ARGILES et al., 2003; SAINI et al., 2006). As proteinas marcadas com
varias moléculas de ubiquitina sdo direcionadas para a degradagdo em um processo
dependente de ATP (HASSELGREN et al., 2002).

As citocinas TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y podem estar envolvidas
também com a anorexia relacionada ao cancer, pois, podem atravessar a barreira
hemato-encefalica (INUI, 1999) atuando diretamente em neurbnios envolvidos no
controle da ingest&o alimentar (PLATA-SALAMAN, 2000).

As citocinas, de modo geral, estimulam os processos catabdlicos e
inibem os processos anabdlicos, sendo em parte responsaveis pelas alteracdes
metabdlicas e caquexia presentes no cancer.

Além dos mediadores da caquexia descritos anteriormente, outros
fatores também contribuem para as alteracbes metabdlicas e desenvolvimento da
caquexia como, por exemplo, a atividade metabdlica do préprio tumor (TISDALE,
2001).

O crescimento de um tumor demanda nutrientes que sao supridos
através da corrente sanguinea do hospedeiro. As células tumorais podem utilizar
qualquer substrato como glicose, lipidios ou aminoacidos para suprir suas
necessidades energéticas, cuja importancia relativa varia de acordo com o tipo e
estagio de desenvolvimento do tumor (ARGILES & AZCON-BIETO, 1988). Grandes
tumores solidos, como o Walker-256, um carcinossarcoma de crescimento rapido e
de pouca vascularizagdo, apresentam pobre suprimento  sanguineo.
Consequentemente muitas regides tumorais tornam-se hipoxicas e utilizam,
preferencialmente, a via glicolitica anaerdbica para a producdo de energia
(VICENTINO et al., 2002b). Uma vez que a glicolise anaerdbica € uma via menos
eficiente de producgéo de energia quando comparada a oxidagdo completa da glicose

(fosforilagdo oxidativa) grandes quantidades de glicose, cerca de quatro a cinco
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vezes a das células normais (TIJERINA, 2004), sdo consumidas pelo tumor. A
grande taxa de utilizacdo de glicose pela via glicolitica anaerdbica resulta em
aumento de producdo e liberagdo de lactato pelas células tumorais e
consequentemente em elevagdo da concentragcdo de lactato sanguineo, o qual é
convertido novamente a glicose no figado pela via da neoglicogénese,
estabelecendo entre o tumor e o figado um ciclo futil, como o ciclo de Cori (PIFFAR
et al., 2003; BONGAERTS et al., 2006). A reciclagem da glicose por este ciclo futil
aumenta de 20%, em individuos normais, para 50%, em individuos com caquexia
neoplasica, sendo responsavel pela eliminacdo de 60% do lactato produzido pelo
tumor (TISDALE, 2000). A atividade aumentada deste ciclo contribui para o aumento
do gasto energético na caquexia, visto que a neoglicogénese hepatica a partir do
lactato utiliza seis moléculas de ATP para cada conversao de lactato a glicose, e a
oxidagdo anaerobica de glicose pelas células tumorais produz dois ATPs, sendo
entdo parte da energia dissipada em forma de calor (TISDALE, 2002; BONGAERTS
et al., 2006; MORLEY et al., 2006).

Para suprir o requerimento de energia do tumor, ou seja, a alta
demanda de glicose, e também do hospedeiro portador do tumor, € necessario o
aumento da liberacdo hepatica de glicose (HIRAI et al.,, 1997), a qual esta
aumentada em até 40% em individuos com céncer (TAYEK, 1992), em decorréncia
da ativacao da glicogendlise e da neoglicogénese.

Outro fator que pode também contribuir para o desenvolvimento da
caquexia e das alteragbes metabdlicas relacionadas ao cancer é a resisténcia
insulinica.

Pacientes caquéticos portadores de cancer apresentam resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose (LUNDHOLM et al., 1978; COPELAND et al., 1987;
TAYEK, 1992; ROFE et al.,, 1994). A intolerancia a glicose esta presente em
aproximadamente 37% dos pacientes com cancer (GLICKSMAN & RAWSON, 1956).

Em face da resisténcia insulinica a glicose ndo utilizada pelas
células do hospedeiro sera redirecionada para servir de fonte de energia ao tumor
(ROSSI-FANELLI et al., 1991).

A insulina € o principal horménio anabdlico cuja fungéo é regular o
armazenamento de substratos energéticos como a glicose, acidos graxos e
aminoacidos. Esse horménio é sintetizado e liberado pelas células B das ilhotas

pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de (glicose e
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aminoacidos apoés as refeicoes (CARVALHEIRA et al., 2002). A insulina regula a
homeostase da glicose no sangue por estimular a sua captagao periférica, por
reduzir a sua liberagao hepatica, diminuindo a neoglicogénese e glicogendlise e por
aumentar a sua captagdo e armazenamento na forma de glicogénio no figado. A
insulina também estimula a lipogénese no figado e nos adipdcitos e reduz a lipdlise,
bem como aumenta a sintese e inibe a degradacao de proteinas (CARVALHEIRA et
al., 2002; BERNE et al., 2004; WILCOX, 2005).

A insulina exerce estes efeitos anabdlicos e anti-catabdlicos através
da ligagao ao seu receptor. De forma similar a outros fatores de crescimento, a
insulina utiliza a fosforilagdo e interagdes proteina-proteina como ferramentas
essenciais para transmitir o sinal do receptor em direcdo ao efeito celular final
(KHOLODENKO, 2006). O receptor de insulina (IR) pertence a uma familia de
receptores de fatores de crescimento que tém atividade tirosina quinase intrinseca.

Apos a ligagado da insulina na subunidade a, a subunidade B do
receptor sofre autofosforilagdo em multiplos residuos de tirosina, resultando na
ativacdo da quinase do receptor e consequente fosforilagdo em tirosina de uma
familia de substratos do receptor de insulina (IRS), entre eles o IRS-1 (PATTI &
KAHN, 1998; WHITE, 1998; CARVALHEIRA et al., 2002). A fosforilagdo em tirosina
do IRS-1 possibilita a sua associagdo com a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) a qual
é ativada e promove a conversdo do fosfatidilinositol-3,4-difosfato (PIP2) em
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (LIETZKE et al., 2000; CARVALHEIRA et al.,
2002), o qual ativa a proteina quinase dependente de fosfoinositideo-1 (PDK-1), que
por sua vez promove a fosforilagdo e ativacdo da proteina quinase B (PKB ou AKT)
(ALESSI et al., 1997) (vide figura 24).

Nos tecidos adiposo e muscular a AKT estimula a translocacdo de
transportadores de glicose GLUT-4 dos estoques intracelulares para a membrana
plasmatica, aumentando a captagao periférica de glicose (SALTIEL & KHAN, 2001).

No figado a AKT ativa a fosfodiesterase 3B (PDE3B), enzima
responsavel pela hidrélise e consequente inativagdo do AMPc intracelular (PILKIS &
GRANNER, 1992). Assim, por meio desta cascata de reagbes enzimaticas a
insulina diminui a concentragao intracelular de AMPc nos hepatdécitos (vide figura
24).

O AMPc, 2° mensageiro do glucagon e adrenalina (GOLDBERG et
al., 1969), ativa a proteina quinase A dependente de AMPc (PKA) (SUDILOVSKY,
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1974; KEPPENS & WULF, 1975), a qual dispara uma cascata de eventos que
culminam com a fosforilagao e ativagao da glicogénio fosforilase, enzima chave que
estimula a glicogendlise (KREBS et al., 1966; KEPPENS & WULF, 1975) (vide figura
24).

Portanto, a insulina promove inibi¢ao da glicogendlise, em parte, por
reduzir o AMPc intracelular. A insulina também ativa a proteina fosfatase 1 (PP1),
por um mecanismo dependente da PI3K, que desfosforila a glicogénio fosforilase
(SALTIEL, 1996; BRADY et al., 1997), inibindo-a, e desse modo contribuindo para o
efeito inibitério da insulina sobre a glicogendlise (PILKIS & GRANNER, 1992).

Por meio destes mecanismos, diminuindo o AMPc e ativando a PP1,
a insulina também induz a defosforilagdo e consequente ativacdo da glicogénio
sintase, enzima chave que estimula a sintese de glicogénio (PILKIS & GRANNER,
1992; CROSS et al., 1995; SALTIEL, 1996; BRADY et al., 1997)

Inicialmente foi considerado que a resisténcia a insulina era
resultado de ma nutricdo, entretanto, foi encontrada significativa diminuicdo da
captacdo e metabolizacdo de glicose tanto em pacientes com sarcoma precoce
(BURT et al., 1983) como em pacientes portadores de cancer, com ou sem perda de
peso corporeo. Esta diminuicdo foi revertida apds completa remocgao das células
tumorais, sugerindo que a resisténcia a insulina € uma alteragdo metabdlica induzida
pela presenga do tumor (YOSHIKAWA et al., 1994).

Os mecanismos relacionados ao desenvolvimento de resisténcia a
insulina na caquexia associada ao cancer ainda nao estdo bem esclarecidos. Uma
possibilidade é a diminuicio do RNAm e sintese de IR ou diminuicdo da
translocacdo de GLUT-4 para a membrana plasmatica como sugerido para
pacientes diabéticos (OJAMAA et al., 1988). Outra possibilidade é a diminuigdo da
afinidade do IR e diminuicdo da autofosforilagdo da subunidade ( tirosina quinase,
as quais foram observadas em linhagem de melanoma (HARING et al.,1984).

Estudos com ratos portadores de tumor hepatico indicaram que
eventos pos-receptor sdo mais importantes no desencadeamento da resisténcia a
insulina, devido ao numero de IR necessario para sua sinalizagao ser menor que 5%
do total de receptores (KRETT et al., 1983).

Uma variedade de citocinas pro-inflamatérias tém sido propostas
como mediadores de resisténcia a insulina. Estudos tém reportado que o TNF-a

possui fungao chave no desenvolvimento de resisténcia a insulina nos portadores de
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diabetes mellitus tipo 2, tanto em hepatdcitos (HOTAMISLIGIL, 1999; TORISU et al.,
2007), células adiposas (HOTAMISLIGIL, 1999; YOSHIKAWA et al., 1999; PATIAG
et al., 2000; WARNE, 2003; MLINAR et al., 2007) como no musculo esquelético
(PLOMGAARD et al., 2005). A administragdo desta citocina causou resisténcia a
insulina em pacientes, a qual foi correlacionada com a concentracdo de TNF-a no
soro de pacientes com cancer gastrointestinal (MCCALL et al., 1992).

Entretanto, a fungdo do TNF-a no desenvolvimento de resisténcia a
insulina tem sido controversa. Enquanto alguns estudos mostraram que a infuséo de
TNF-a prejudicou a captagéo de glicose no musculo esquelético humano através de
alteragdo na transducdo de sinal da insulina (RASK-MADSEN et al.,, 2003;
PLOMGAARD et al.,, 2005), outros estudos mostraram falha na melhora da
sensibilidade a insulina apds administragao de anticorpo anti-TNF-a em pacientes
portadores de diabetes tipo 2 (OFEI et al., 1996; PAQUOT et al., 2000). Contudo, foi
observado que a neutralizagdo do TNF-a aumentou em 42% e 28%,
respectivamente, a autofosforilacdo do IR e a fosforilagdo do IRS-1 no tecido
adiposo. No tecido muscular esse aumento foi de 55% e 49%, respectivamente,
embora nenhuma alteracdo tenha sido encontrada na sinalizacdo de insulina no
figado com a neutralizagcao do TNF-a (HOTAMISLIGIL et al., 1994).

Além do TNF-q, a IL-6 também parece ter relacdo com a resisténcia
a insulina. Em estudos in vivo a infusdo de IL-6 em ratos promoveu indugcdo de
resisténcia a insulina hepatica e muscular esquelética (KIM et al., 2004) e em
estudos in vitro a IL-6 diminuiu a sinalizagcado da insulina em hepatdécitos (SENN et
al., 2002). Assim como a IL-6, o TNF-a promove resisténcia a insulina por interferir
negativamente na cascata de sinalizagdo da insulina (MOLLER, 2000; SENN et al.,
2002; WARNE, 2003; KIM et al., 2004).

Outro fator que interfere negativamente na sinalizacdo da insulina,
promovendo resisténcia insulinica hepatica e periférica, € o elevado nivel de acidos
graxos circulantes como resultado do intenso processo de lipdlise na caquexia
(BODEN et al., 2005; MLINAR et al., 2007).

O aumento na disponibilidade e oxidagao dos acidos graxos pode
iniciar uma cascata de reagbes que vao resultar em inibicdo da piruvato
desigrogenase (via aumento de acetil-coA), da fosfofrutoquinase (via aumento de

citrato) e da hexoquinase (via aumento de glicose-6-fosfato) levando ao aumento
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intracelular de glicose, diminuindo a sua captagcdo e oxidagao pelas células
musculares (RANDLE et al., 1963; RANDLE, 1998; DELARUE & MAGNAN, 2007).

Porém, alguns estudos demonstram que a diminuicdo na captacgéo
de glicose observada durante o aumento na disponibilidade de acidos graxos livres
nao foi devida ao aumento da oxidagdo dos acidos graxos, mas sim de um defeito
primario na captacao de glicose, que resulta em um defeito secundario na oxidagao
desta (WOLFE, 1998; SHULMAN, 2000; RODEN, 2004).

Foi sugerido que o aumento intracelular de metabdlitos dos acidos
graxos como o acil-CoA, diacilglicerol e ceramidas s&o responsaveis por ativar varias
enzimas com atividade serina/treonina quinase, capazes de fosforilar o IR € o IRS-1
em residuos de serina e treonina, o que diminui a fosforilagdo em tirosina,
interferindo assim na cascata de sinalizacdo da insulina (SHULMAN, 2000;
SCHINNER et al., 2005; PETERSEN & SHULMAN, 2006). A produgao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), devido ao acumulo intramiocelular de metabdlitos dos
acidos graxos, também pode interferir na cascata de sinalizagdo da insulina via
ativagdo de serina/treonina quinases (BODEN, 2002; DELARUE & MAGNAN, 2007)
contribuindo para a redugdo na captagcado e oxidagao da glicose estimulada pela
insulina.

Em conjunto, os efeitos da resisténcia insulinica e dos mediadores
da caquexia no cancer podem promover aumento acentuado do catabolismo em
varios tecidos. No figado, ha aumento da neoglicogénese e da taxa de glicogendlise,
depletando os estoques de glicogénio, e diminuicdo da glicdlise e lipogénese
hepatica (GLICKSMAN & RAWSON, 1956). Nos tecidos periféricos, adipdcitos e
musculos, ha respectivamente aumento da lipdlise e protedlise, degradando as
reservas energéticas e aumentando a oxidagao de &cidos graxos livres para a
producao de energia.

Apesar dos varios estudos relacionando a resisténcia insulinica aos
portadores de cancer, muitas informacdes nédo sao disponiveis ou ndo sao claras.
Deste modo, sdo necessarios maiores esclarecimentos sobre os mecanismos
envolvidos nas alteracbes metabdlicas associadas a sindrome caquética induzida
pelo tumor. Particularmente elucidagbes sobre os efeitos da insulina sao
extremamente importantes por se tratar de um horménio anabdlico e anti-catabdlico

e a sindrome caquexia-anorexia apresentar predominio do catabolismo.
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Considerando que a resisténcia insulinica tem sido observada em
alguns modelos animais experimentais de cancer, mas que nado ha informacgdes
disponiveis sobre a resposta periférica e hepatica a insulina e também sobre a
resposta hepatica ao AMPc no modelo animal de caquexia induzida por tumor
Walker-256, particularmente ao longo do desenvolvimento tumoral, seguem-se os

objetivos do presente trabalho.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Investigar em ratos portadores de tumor Walker-256, ao longo do
desenvolvimento tumoral, a resposta periférica e hepatica a insulina e a resposta

hepatica ao AMPc.
2.2 ESPECIFICO

Avaliar em ratos com tumor Walker-256, em diferentes estagios do

desenvolvimento tumoral:

v' A resposta periférica a insulina, por intermédio do teste de tolerancia a
insulina (ITT).

v A resposta hepatica a insulina no catabolismo do glicogénio estimulado pelo
AMPc, em perfusao de figado in situ.

v' A resposta hepatica ao AMPc no catabolismo do glicogénio, em perfusao de
figado in situ.

v A resposta hepatica ao AMPc e ao N°-monobutiri-AMPc (N®-MB-AMPc) no

catabolismo da glicose, em perfusao de figado in situ.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES

Os sais do liquido de perfusdo e os demais reagentes foram
adquiridos da Merck, Reagen, J.T. Backer ou CAQ — Casa Quimica. A insulina
regular foi obtida da Eli Lilly do Brasil, o AMPc da Sigma e o N®-MB-AMPc da Biolog.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos adultos, da linhagem Wistar, pesando
entre 220 e 230 g, alimentados a vontade com ragdo Nuvilab® para roedores, com
livre acesso a agua. Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Estadual de Londrina e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas, em gaiolas coletivas (5 animais por gaiola), 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 variagoes circadianas. Os protocolos dos
experimentos com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da UEL (cadastro n° 05919). Nos experimentos foram

utilizados de 3 a 20 animais por grupo nos seguintes grupos:

e Grupos Walker-256: ratos portadores de tumor Walker-256 no 2° (WK 2°), 5°
(WK 5°), 8° (WK 8°) e 12° (WK 12°) dia apds a inoculagédo das células tumorais,
alimentados a vontade ou submetidos a 24 horas de privagao alimentar;

e Grupos controles pair fed: ratos sem tumor no 2°, 5° e 8° dia apds a inoculagao
de PBS (salina tamponada com fosfato), que receberam diariamente a mesma
quantidade de racdo (alimentagcao reduzida) que ingerem os animais do grupo
tumor, ou seja, respectivamente 22 g/dia, 19 g/dia e 13 g/dia;

e Grupos controles: ratos sem tumor (inoculagéo de PBS), alimentados a vontade

ou submetidos a 24 horas de privagao alimentar.
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3.3 IMPLANTACAO DO TUMOR WALKER-256

O tumor Walker-256, identificado pela primeira vez em 1928 por
George Walker, como sendo um carcinossarcoma de origem espontaneo de
glandula mamaria de rata prenha (EARLE, 1935), apresenta crescimento rapido e é
capaz de se desenvolver tanto na forma sélida como na forma ascitica (AGOSTINO
& CLIFFTON, 1967; CALDAROLA et al., 1968). Sua implantagdo em ratos tem sido
considerada um modelo adequado para estudar a sindrome da caquexia, pois € uma
neoplasia bem caracterizada, facilmente mantida em laboratério, que raramente
apresenta regressbes e com eficiéncia comprovada em testes terapéuticos
(MORAES et al., 1997; OLIVEIRA et al., 1998).

Células tumorais Walker-256 foram mantidas no Laboratério de
Fisiologia Metabdlica da Universidade Estadual de Londrina através de passagens
semanais por inoculacdo asséptica intraperitoneal de 1,0 x 10° células/animal. Apds
7 dias de crescimento ascitico, os animais foram anestesiados com éter etilico,
eutanasiados por deslocamento cervical e o exsudato peritoneal foi retirado e
submetido a centrifugacao diferencial, por 13 minutos, a 2500 rpm e 4°C para a
obtencdo das células tumorais. As células tumorais foram ressuspensas em PBS
(tampéao fosfato 16,5 mM, contendo 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 camera de
Neubauer.

Para a implantagdo do tumor, os ratos foram anestesiados com éter
etilico e inoculados com 8,0x10” células tumorais viaveis/animal, subcutaneamente,
no flanco direito traseiro. Os ratos dos grupos controle e controle pair fed foram

inoculados com PBS no mesmo local.

3.4 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT) PARA AVALIACAO DA RESPOSTA
PERIFERICA A INSULINA

Nestes experimentos a resposta glicémica para insulina foi avaliada
em ratos controles e portadores do tumor Walker-256 no 2°, 5° 8° e 12° dia de
desenvolvimento tumoral, submetidos a 24 horas de privagao alimentar. A insulina
(0,25 U/kg) foi administrada endovenosamente (veia cava inferior) nos ratos

previamente anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg). Amostras de
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sangue foram coletadas da veia cava inferior no tempo 0 (basal - antes da injecao de
insulina) e nos tempos 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos apds a injecdo de insulina
para avaliagdo 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, durante o tempo 5 até 15 minutos apos a
administragao de insulina, intervalo onde ocorre a fase linear de queda da glicemia
(BONORA, 1989; SERAPHIM et al, 2001). A interpretagdo do KITT se baseia em
quanto mais rapida e intensa for a queda da glicemia (maior KITT), maior é a

sensibilidade a insulina.

35 PERFUSAO DE FiGADO IN SITU

A técnica de perfusao de figado in situ, introduzida no Brasil por
Kerlmer-Bracht e colaboradores (1984), foi utilizada para avaliar a resposta hepatica
a insulina, ao AMPc e N°-MB-AMPc.

O sistema para a perfusdo de figado é basicamente composto por
reservatorios para o liquido de perfusao, uma bomba peristaltica e um oxigenador de
membrana, acoplados a um banho-maria com bomba de circulagdo externa de agua
aquecida e um cilindro com mistura carbogénica (O2/C0O,=95/5%). O oxigenador de
membrana € formado por um cilindro duplo de aluminio, ao redor do qual estao
enrolados tubos de borracha silicone de parede fina (0,25 mm), com didmetro
interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A camara interna do cilindro de
aluminio é termostatizada pelo banho-maria, por meio da bomba de circulagao
externa de agua aquecida. O cilindro de aluminio esta isolado do ambiente por uma
cobertura cilindrica de plastico transparente, mantendo-se no seu interior uma
atmosfera de O, e CO,, nas propor¢coes de 95:5. O sistema ainda contém um
dispositivo que impede a entrada de bolhas de ar no figado (capta-bolhas).

No sistema de perfusdo o |liquido de perfusdo, tampéo
Krebs/Henseleit-bicarbonato (KH) (KREBS & HENSELEIT, 1932 apud KELMER-
BRACHT, 1993), é impulsionado pela bomba peristaltica em diregdo ao oxigenador
de membrana. Neste local se processam as trocas gasosas. O O, e o CO; contidos
na atmosfera carbogénica (95% O, / 5% COy), por troca passiva, passam para o

liquido de perfusdo que circula no interior dos tubos de borracha silicone. A fina
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espessura da parede destes tubos, seu pequeno diametro e o seu comprimento total
(grande area de seccgao transversa) favorecem as trocas. Com os fluxos
normalmente utilizados (nunca acima de 45 mL/minuto), o tempo de permanéncia do
liquido no oxigenador de membrana é de aproximadamente 1 minuto, e a saturagéao,
proxima a 99%. Desse modo, o liquido saturado de ar (21% de O,, 78% de N, além
de outros), por troca passiva, satura-se com 95% de Oz e 5% de CO, A entrada de
CO3 no liquido de perfusao diminui o seu pH inicial de 7,6 para 7,4. O liquido de
perfusdo deixa o oxigenador, saturado de O, e CO,, aquecido a 37°C e com pH 7,4,
passa pelo capta-bolhas e se desloca em direcdo a canula inserida na veia porta.

Para a perfusao do figado os animais foram anestesiados com
pentobarbital sodico (40 mg/kg) e fixados em mesa cirurgica. O abdémen foi aberto
até a altura do diafragma por uma incisdo longitudinal central e duas incisdes
laterais, para exposicdo do figado. Ligaduras frouxas foram colocadas ao redor da
veia cava inferior, logo acima da veia renal direita, e ao redor da veia porta. Em
seguida a veia porta foi canulada sob baixo fluxo, aproximadamente 10 mL/minuto e,
imediatamente apds a canulagdo, os vasos abdominais abaixo do figado foram
seccionados para que houvesse completo dessangramento deste o6rgdo. Esta
incisdo da vazao ao liquido extra que € bombeado para o sistema circulatorio,
evitando o aumento excessivo da pressao, o que causaria inchamento do figado.
Logo apds, o fluxo foi elevado para garantir a oxigenagao hepatica, e a ligadura em
torno da veia porta foi amarrada para fixacdo da canula. O térax foi aberto para
exposicao completa do figado, e a veia cava inferior, acima do diafragma, foi ocluida
para desviar o liquido para a veia cava inferior infra-hepatica, a qual foi canulada.

Logo apds, o fluxo através do figado foi ajustado para valores que
permitissem sua oxigenacdo adequada (aproximadamente 4 mL.min"'.g™" de figado).
Este fluxo estd muito acima dos valores fisioldgicos (0,15 mL.min".g") e visa
compensar a auséncia de eritrocitos no liquido de perfusdo. A perfusao do figado foi,
portanto, realizada em sistema aberto (n&o-recirculante), sendo o direcionamento do
fluxo no sentido do hepatécito periportal para o hepatdcito perivenoso (perfuséo
monovascular anterégrada).

Apos os 20 minutos iniciais de perfusdo, para estabilizagdo do
consumo de oxigénio, o liquido efluente do figado foi coletado em intervalos de 2
minutos para determinagdo da concentragao de glicose, lactato e piruvato. Ao final

do experimento o figado foi retirado e pesado para que as producdes de glicose,
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lactato e piruvato por grama de figado (umol.min™.g™") fossem quantificadas e

utilizadas para calcular as taxas de glicogendlise e glicdlise.

3.5.1 Perfusdo de Figado In Situ Para Avaliacdo da Resposta Hepatica a

Insulina no Catabolismo do Glicogénio Estimulado pelo AMPc

Nestes experimentos figados de animais dos grupos Walker-256
(WK 2° e WK 5° e controles pair fed correspondentes, alimentados, foram
submetidos ao seguinte protocolo de perfusdo: 10 minutos iniciais com KH, dos 10
aos 24 minutos com KH contendo AMPc (3 uM) e dos 26 aos 50 minutos com KH

contendo AMPc (3 uM) na auséncia ou presenga de insulina (500 pU/mL).

3.5.2 Perfusado de Figado In Situ Para Avaliagdo da Resposta Hepatica ao
AMPc no Catabolismo do Glicogénio

Nestes experimentos figados de animais dos grupos Walker-256
(WK 5° e WK 8°), controles pair fed correspondentes e controles, alimentados, foram
submetidos ao seguinte protocolo de perfusdo: 10 minutos iniciais com KH, dos 10

aos 24 minutos com KH contendo AMPc (3 Mm ou 9 Mm).

3.5.3 Perfusdo de Figado In Situ Para Avaliagdo da Resposta Hepatica ao

AMPc no Catabolismo da Glicose

Nestes experimentos figados de animais dos grupos Walker-256
(WK 5° e WK 12°) e controles, com 24 horas de privacdo alimentar, foram
submetidos ao seguinte protocolo de perfusdo: 10 minutos iniciais com KH, dos 10
aos 40 minutos com KH contendo glicose (20 mM) e dos 40 aos 60 minutos com KH
contendo glicose (20 mM) e AMPc (6 uM).

3.5.4 Perfusdo de Figado In Situ Para Avaliagdo da Resposta Hepatica ao ~ N°-
MB-AMPc no Catabolismo da Glicose

Nestes experimentos figados de animais dos grupos Walker-256

(WK 5°) e controle, apés 24 horas de privagdo alimentar, foram submetidos ao
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seguinte protocolo de perfusdo: 10 minutos iniciais com KH, dos 10 aos 40 minutos
com KH contendo glicose (20 mM) e dos 40 aos 60 minutos com KH contendo
glicose (20 mM) e N®-MB-AMPc (1 puM).

3.6 CONFIRMAGAO DA PERDA DE MASSA CORPOREA (CAQUEXIA) EM RATOS
PORTADORES DE TUMOR WALKER-256

Apds todos os experimentos, 0s animais passaram pelo
procedimento de retirada da massa tumoral, a qual foi pesada para o célculo da %
de perda de massa corpérea, de acordo com a equagao adiante, onde: mie= massa
corporea inicial do animal com tumor; mfe= massa corpérea final do animal com

tumor; mt= massa do tumor; gmc= ganho de massa do grupo controle.

% Perda de massa corpérea = [mie — mfe + (mt) + gmc] x 100

(mie + gmc)

3.7 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

3.7.1 Determinacédo da Concentragao de Glicose

As concentragdes de glicose no plasma e perfusado foram
quantificadas pelo método da glicose-oxidase (BERGMEYER & BERNET, 1974).
Nesse método, a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a
acido glucordnico e perdxido de hidrogénio (H2O2). O H20,, em presenca de
peroxidase (POD), produz a ligacéo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-
AF) e da origem a um cromogeno com maximo de absor¢do em 505 nm de

comprimento de onda. O esquema a seguir resume estas reagdes:

Glicose + O, + H,O _®°°__| 4cido glucorénico + H,0

2 HyO, + 4-AF + fenol _P°°_, 4(p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H,0O
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3.7.2 Determinacao da Concentragao de Lactato

As concentragdes de L-lactato no perfusado foram quantificadas por
método enzimatico, segundo a técnica de Gutmann & Wahlefeld (1974). Nesse
método, o L-lactato é oxidado a piruvato pelo NAD* em uma reacgéo catalisada pela
lactato-desidrogenase (LDH) (reagao adiante). A formacao de NADH é proporcional

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

L-lactato + NAD* _°" | piruvato + NADH + H*

3.7.3 Determinacédo da Concentragéo de Piruvato

As concentragdes de piruvato no perfusado foram quantificadas por
método enzimatico, de acordo com a técnica de Czok & Lamprecht (1974). Nesse
método, o piruvato € convertido em L-lactato pela LDH, com oxidacdo de
quantidades estequiométricas de NADH (reacdo adiante). A oxidagcdo de NADH é
proporcional a quantidade de piruvato convertido e medida

espectrofotometricamente a 340 nm.
Piruvato + NADH + H* _°" | |-lactato + NAD"
3.7.4 Determinacao da Taxa de Glicogendlise

A taxa de glicogendlise hepatica foi calculada a partir da soma da
producao hepatica de glicose + 72 da soma da produgédo hepatica de piruvato + L-
lactato liberados no perfusado.

3.7.5 Determinacao da Taxa de Glicdlise

A taxa de glicdlise hepatica foi calculada a partir da soma da

producao hepatica de piruvato + L-lactato liberados no perfusado.
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3.8 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Os experimentos foram realizados de forma inteiramente
casualizada e todos os dados foram testados quanto a homogeneidade das
variancias (testes de Levene e Brown Forsythe) e a distribuigdo normal (testes de
Shapiro-Wilk e Lilliefors), utilizando-se o programa STATISTICA 6.0.

Nos conjuntos de dados em que foram observadas homogeneidade
das variancias e distribuicdo normal, a comparacdo das médias foi realizada através
de testes estatisticos paramétricos (t de Student para comparagdo de 2 amostras
dependentes ou independentes e ANOVA One Way seguido por teste de Newman-
Keuls para multiplas comparagdes entre amostras independentes). Nos conjuntos de
dados onde nao foram satisfeitas as condigdes de homogeneidade das variancias e
distribuicdo normal, testes ndo paramétricos foram utilizados (teste de Wilcoxon para
amostras dependentes, teste de Mann-Whitey para amostras independentes e teste
de Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn para multiplas comparagdes entre as
amostras independentes).

As areas sob as curvas (AUCs) foram calculadas nos intervalos de
tempo indicados nas figuras. Os calculos das AUCs e os testes paramétricos e nao
paramétricos foram realizados no programa GRAPHPAD PRISM 5.0. Os resultados
foram expressos como média £ erro padrédo da média (EPM), adotando-se nivel de

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

4.1 CONFIRMAGCAO DA CAQUEXIA EM RATOS PORTADORES DE TUMOR WALKER-256

A tabela 1 ilustra os valores das massas tumorais no 2°, 5°, 8° e 12°
dia apds a inoculagao das células Walker-256. Como pode ser observado, houve
aumento progressivo da massa tumoral que alcangou valor proximo a 39 g no 12°
dia.

Os animais portadores de tumor apresentaram perda progressiva de
massa corpérea ao longo do desenvolvimento tumoral, que pode ser correlacionada
com o crescimento da massa tumoral (tabela 1). Nos animais no 2° dia de tumor a
perda de massa corporea foi de aproximadamente 6 %, demonstrando que a
reducdo de massa corpérea ocorre logo nos primeiros dias apds a inoculagdo das
células tumorais. No 12° dia, a perda de massa corpérea foi cerca de 33 %, um valor
que caracteriza a presenga de caquexia acentuada e demonstra o alto grau de

malignidade do tumor Walker-256.

Tabela1 - Massa tumoral e porcentagem de perda de massa corpérea de ratos
portadores de tumor Walker-256 no 2° (WK 2°), 5° (WK 5°), 8° (WK 8°)
e 12° (WK 12°) dia apds inoculagao das células tumorais

WK 2° WK 5° WK 8° WK 12°
(n=8) (n=12) (n=8) (n=8)

Perda de massa corpoérea 587+192 13,76 +1,27 20,56+2,44 32,75+2,10
(%) (n=8) (n=12) (n=8) (n=8)

Valores representam a média + EPM.

4.2 AVALIACAO DA RESPOSTA PERIFERICA A INSULINA

A resposta glicémica a insulina, avaliada por intermédio do ITT, em
ratos controles e com tumor Walker-256 no 2° (WK 2°), 5° (WK 5°), 8° (WK 8°) e 12°
(WK 12°) dia de desenvolvimento tumoral encontra-se ilustrada nas figuras 1 a 4.

A administracdo de insulina promoveu diminuigdo gradativa da

glicemia nos animais controle e WK 2°, sendo mais acentuada aos 30 minutos e
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tendendo ao retorno dos valores basais nos tempos subsequentes (figura 1A). A
reducao da glicemia promovida pela insulina no grupo WK 2° foi similar a do grupo
controle, como demonstrado pela constante de decaimento da glicose (KITT) (figura
1B), a qual representa o desaparecimento da glicose no sangue entre os tempos 5 e
15 minutos apds a administracdo de insulina, intervalo onde ocorre a fase linear de
queda da glicemia. A figura 1C ilustra os resultados como porcentagem de redugao
da glicemia em relag&o ao valor basal (tempo 0 minuto - antes da administragéo de
insulina) e mostra que a resposta glicémica a insulina dos animais WK 2° nao foi
diferente da observada nos animais controles para todos os tempos analisados.

A administracao de insulina também reduziu a glicemia no grupo WK
5° (figura 2A), porém, esta redugédo foi menor que a dos animais controles como
demonstrado pelos dados do KITT (figura 2B) e de porcentagem de redugdo da
glicemia onde os valores aos 10, 15 e 30 minutos apds a administragao de insulina,
foram menores no grupo WK 5° em relacdo ao controle (figura 2C). Apds os 30
minutos, a glicemia foi recuperada gradativamente, tendendo ao retorno dos valores
basais em ambos os grupos (figura 2A).

Assim como no 5° dia de tumor, a insulina também diminuiu a
glicemia no 8° dia de desenvolvimento tumoral (figura 3A), sendo esta reducéao
menor que a do controle, como evidenciado pelo KITT (figura 3B). A porcentagem de
reducdo da glicemia nos tempos 15 e 30 minutos apds a inje¢do de insulina foi
menor no grupo WK 8° em comparagao ao controle (figura 3C). Em ambos os
grupos, apos os 30 minutos a glicemia apresentou aumento gradual, tendendo ao
retorno dos valores basais (figura 3A).

Em concordancia com o 5° e 8° dia de tumor, porém de forma mais
acentuada, os animais no 12° dia de desenvolvimento tumoral apresentaram menor
resposta a insulina (figura 4A) em relagao ao controle, como evidenciado pelo KITT
(figura 4B). A porcentagem de reducéo da glicemia nos tempos 10, 15, 30, 45 e 60
minutos apos a injecéo de insulina foi menor no grupo WK 12° em comparagéo ao
controle (figura 4C). Ap6s os 30 minutos a glicemia apresentou aumento gradual,
tendendo ao retorno dos valores basais (figura 4A).

Na figura 5 estdo representados os valores de glicemia
correspondentes ao tempo 0 minuto (basal), ou seja, antes da administragdo de
insulina. Os animais no 2° dia de tumor apresentaram glicemia aumentada em

relacdo ao grupo controle, enquanto que no 5° e 8° dia de tumor a glicemia foi similar
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a encontrada nos controles correspondentes. Entretanto, no 12° dia de tumor a
glicemia foi menor quando comparada ao controle e também aos grupos Walker-256

no 2°, 5° e 8° dia de tumor.
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Figura1 - Glicemia (A), constante de decaimento da glicose (KITT) (B) e
porcentagem de reducdo da glicemia (C) apdés administracdo de
insulina em ratos controles e no 2° dia de desenvolvimento do tumor
Walker-256 (WK 2°), submetidos a 24 horas de privagdo alimentar
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A glicemia foi avaliada nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos apos a administragéo
endovenosa de insulina (0,25 U/Kg). Cada ponto representa a média + EPM de 7 a 10 experimentos.
Diferencas dentro do mesmo grupo (A), em relagdo ao tempo 0 minuto, foram analisadas pelo teste t
de Student para amostras dependentes, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Diferencas entre os grupos
controle e tumor Walker-256 (B) foram analisadas pelo teste t de Student para amostras
independentes. Diferengas entre os grupos controle e tumor Walker-256 (C), dentro do tempo fixado,
foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes.
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Figura2 - Glicemia (A), constante de decaimento da glicose (KITT) (B) e
porcentagem de reducdo da glicemia (C) apdés administracdo de
insulina em ratos controles e no 5° dia de desenvolvimento do tumor
Walker-256 (WK 5°), submetidos a 24 horas de privagdo alimentar
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A glicemia foi avaliada nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos apds a administracao
endovenosa de insulina (0,25 U/Kg). Cada ponto representa a média + EPM de 8 experimentos.
Diferengas dentro do mesmo grupo (A), em relagdo ao tempo 0 minuto, foram analisadas pelo teste t
de Student para amostras dependentes, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Diferengas entre os grupos
controle e tumor Walker-256 (B) foram analisadas pelo teste t de Student para amostras
independentes, ***p<0,001. Diferengas entre os grupos controle e tumor Walker-256 (C), dentro do
tempo fixado, foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes, #p<0,05 e
##p<0,01.
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Figura 3 - Glicemia (A), constante de decaimento da glicose (KITT) (B) e
porcentagem de reducdo da glicemia (C) apdés administracdo de
insulina em ratos controles e no 8° dia de desenvolvimento do tumor
Walker-256 (WK 8°), submetidos a 24 horas de privagdo alimentar
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A glicemia foi avaliada nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos apds a administracao
endovenosa de insulina (0,25 U/Kg). Cada ponto representa a média + EPM de 8 a 9 experimentos.
Diferengas dentro do mesmo grupo (A), em relagéo ao tempo 0 minuto, foram analisadas pelo teste t

de Student para amostras dependentes, *p<0,05, **p<0,01 e

***n<0,001. Diferencas entre os grupos

controle e tumor Walker-256 (B) foram analisadas pelo teste t de Student para amostras

independentes, **p<0,01.

Diferengas entre os grupos controle e tumor Walker-256 (C), dentro do

tempo fixado, foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes, #p<0,05.
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Figura4 — Glicemia (A), constante de decaimento da glicose (KITT) (B) e
porcentagem de reducdo da glicemia (C) apdés administracdo de
insulina em ratos controles e no 12° dia de desenvolvimento do tumor
Walker-256 (WK 12°), submetidos a 24 horas de privagao alimentar.
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A glicemia foi avaliada nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos apds a administracao
endovenosa de insulina (0,25 U/Kg). Cada ponto representa a média + EPM de 9 a 10 experimentos.
Diferencas dentro do mesmo grupo (A), em relagdo ao tempo 0 minuto, foram analisadas pelo teste
Wilcoxon para amostras dependentes, *p<0,05, **p<0,01. Diferengas entre os grupos controle e tumor
Walker-256 (B) foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes, **p<0,01.
Diferengas entre os grupos controle e tumor Walker-256 (C), dentro do tempo fixado, foram
analisadas pelo teste Mann-Whitey para amostras independentes, #p<0,05 e ##p<0,01.
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Figura 5 — Glicemia de ratos controles e portadores de tumor Walker-256 no 2°, 5°,
8° e 12° dia de desenvolvimento tumoral, submetidos a 24 horas de
privagao alimentar.
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Cada ponto representa a média £+ EPM de 9 a 10 experimentos. Diferencas entre os grupos Walker-
256 e respectivos controles foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes,
**p<0,01 e ***p<0,001. Diferengas entre os grupos Walker-256 foram analisadas pelo teste ANOVA
One Way para amostras independentes seguido do teste de Newman-Keuls para multiplas
comparagoes, #p<0,05 versus WK 8°, ##p<0,01 versus WK 5° e ###p<0,001 versus WK 2°.

4.3 AVALIACAO DA RESPOSTA HEPATICA A INSULINA NO CATABOLISMO DO GLICOGENIO

EsTiMuLADO PELO AMPC

A resposta hepatica a insulina na produgédo de glicose, lactato e
piruvato e na glicogendlise estimuladas por AMPc (3 uM), avaliadas em perfusdo de
figado de ratos no 2° (WK 2°) e 5° (WK 5°) dia de desenvolvimento tumoral e nos
controles pair fed estao representadas nas figuras 6 a 13.

No grupo controle pair fed, referente ao 2° dia de tumor, a produgao
de glicose, proveniente da glicogendlise hepatica, foi estimulada apds a infusdo de
AMPc, no tempo 10 minutos, e se manteve com uma leve reducéo até o término do
experimento (figura 6A). A infusdo de insulina, no tempo 24 minutos, junto com o
AMPc, promoveu reducado acentuada na produgao de glicose, a qual retornou aos
valores préximos aos basais, ou seja, antes da infusdo do AMPc, aos 50 minutos de

perfusédo (figura 6A). Este efeito inibitorio da insulina sobre a producéo de glicose
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estimulada pelo AMPc pode ser observado pela analise das areas sob as curvas
(AUCs) (figura 6B). Resultados semelhantes foram encontrados no 2° dia de
desenvolvimento tumoral, onde a infusdo de AMPc estimulou a producado hepatica
de glicose (figura 6C) e a infusdo de insulina, junto com AMPc, reduziu este efeito
estimulatério do AMPc, como ilustrado pelas AUCs (figura 6D).

A infusdo de AMPc também aumentou a producdo hepatica de
lactato e piruvato nos grupos controles pair fed (figuras 7A e 8A) e WK 2° (figuras 7C
e 8C). Porém, a infusdo hepatica de insulina ndo promoveu alteragéo significativa
sobre estes efeitos do AMPc em ambos os grupos, como pode ser observado pelas
AUCs (figuras 7B, 7D, 8B e 8D).

De modo similar ao ocorrido com a produgao hepatica de glicose, o
AMPc estimulou a glicogendlise nos grupos controle pair fed (figura 9A) e WK 2°
(figura 9C) e a infusdo de insulina reduziu este efeito estimulatério do AMPc em
ambos os grupos, como indicado pelas AUCs (figuras 9B e 9D).

No grupo controle pair fed referente ao 5° dia de desenvolvimento
tumoral, o AMPc aumentou a produgao hepatica de glicose (figura 10A) e a infusédo
de insulina diminuiu este efeito do AMPc, como pode ser visto pelas AUCs (figura
10B). Diferentemente do grupo controle pair fed, no grupo WK 5°, a infusdao de AMPc
promoveu apenas discreto aumento na produgéo hepatica de glicose (figura 10C).
Entretanto, como nos animais pair fed a insulina na presengca de AMPc reduziu a
produgao hepatica de glicose, como evidenciado pelas AUCs (figura 10D).

A producao hepatica de lactato e piruvato nos grupos controle pair
fed e WK 5° estimulada por AMPc (figuras 11A, 11C, 12A e 12C) ndo apresentou
alteracao significativa apos a infusdo de insulina, como mostram as AUCs (figuras
11B, 11D, 12B e 12D).

Em concordancia com a produgcdo de glicose, o AMPc promoveu
aumento discreto da glicogendlise no grupo WK 5° (figura 13C) em relagdo ao pair
fed (figura 13A). Porém, como nos animais pair fed, a infusdo de insulina reduziu a

glicogendlise estimulada pelo AMPc no grupo WK 5° (figuras 13B e 13D).
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Figura 6 — Efeito da insulina sobre a producéo de glicose estimulada por AMPc em
figados de ratos no 2° dia de desenvolvimento tumoral (WK 2°) (C) e pair
fed correspondente (A), e as respectivas areas sob as curvas (AUCs)
(B, D).
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 8 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student
para amostras independentes, **p<0,01.
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Figura 7 — Efeito da insulina sobre a produgao de L-lactato estimulada por AMPc
em figados de ratos no 2° dia de desenvolvimento tumoral (WK 2°) (C) e
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 8 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student
para amostras independentes.
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Figura 8 — Efeito da insulina sobre a produc¢ao de piruvato estimulada por AMPc em
figados de ratos no 2° dia de desenvolvimento tumoral (WK 2°) (C) e pair
fed correspondente (A), e as respectivas areas sob as curvas (AUCs)

(B, D).
1.00 1.5
P Pair fed 2° AMPc : m:c+_ ; A = Pair fed 2° B
IO') C + Insulina 21 BN AVIPc
'c g 1Bl AMPc + insulina
€ 0.751 c
© £
£ € 0.54
2 o
o P
(] .
= g
o
o S 0.5
° g
9 0.25 y 2
®)
e =)
o <
.00 —mm— @@ —————r——F+——7"—""—"—"—"—"T1+—"1—17 -1.5
0 10 20 30 40 50
Tempo de perfusao (min)
1.00 1.5
—_ WK 2° AMPc & AMPc c — WK 2° D
;m —A- AMPc + insulina E, mE AVIPC
= g 1 B AMPc + insulina
€ 0.751 c
° £
= = 0.51
= o
n
..g ©
> 0.50 S
= [}]
£ 8
0 .05
3 § 0.5
S 0.251 3
o)
° =)
o <
0.00 — T T T L I A B B B B B | -1.5

0 10 20 30 40 50
Tempo de perfusao (min)

Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 8 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste Mann-Whitney
para amostras independentes no grupo controle pair fed e pelo teste t de Student para amostras
independentes no grupo Walker-256.
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Figura 9 — Efeito da insulina sobre a glicogendlise estimulada por AMPc em figados
de ratos no 2° dia de desenvolvimento tumoral (WK 2°) (C) e pair fed
correspondente (A), e as respectivas areas sob as curvas (AUCs) (B, D).

Glicogenélise (umol min"'g™)

Glicogendlise (umol min"'g™)

Pair fed 2°

AMPc

- AMPc
—A- AMPc + insulina

10

——
20

——
30 40

50
Tempo de perfusdo (min)
4
WK2° AMPc -+ AMPc (o3

-4 AMPc + insulina

10
Tempo de perfusao (min)

20

30

40

50

AUC glicogendlise de 24 a 50 min (umol g'1)

AUC glicogendlise de 24 a 50 min (pmol g'1)

30
| Pair fed 2° B
Hl AMPc
201 mm AMPc + insulina
10
0_
=10
-20-
-30
30
WK 2° D
Hl AMPc
207 mm AMPc + insulina
10
0_
=10
-20-
-30

Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 8 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student
para amostras independentes, *p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 10 — Efeito da insulina sobre a producao de glicose estimulada por AMPc
em figados de ratos no 5° dia de desenvolvimento tumoral (WK 5°) (C)
e pair fed correspondente (A), e as respectivas areas sob as curvas
(AUCs) (B, D).
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 11 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student
para amostras independentes, *p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 11 — Efeito da insulina sobre a producao de L-lactato estimulada por AMPc
em figados de ratos no 5° dia de desenvolvimento tumoral (WK 5°) (C)
e pair fed correspondente (A), e as respectivas areas sob as curvas
(AUCs) (B, D).
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 11 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student
para amostras independentes.
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Figura 12 — Efeito da insulina sobre a produgao de piruvato estimulada por AMPc
em figados de ratos no 5° dia de desenvolvimento tumoral (WK 5°) (C)
e pair fed correspondente (A), e as respectivas areas sob as curvas

(AUCs) (B, D).
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 11 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student

para amostras independentes.
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Figura 13 — Efeito da insulina sobre a glicogendlise estimulada por AMPc em
figados de ratos no 5° dia de desenvolvimento tumoral (WK 5°) (C) e
pair fed correspondente (A), e as respectivas areas sob as curvas
(AUCs) (B, D).
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusdo in situ como descrito em Material e
Métodos. AMPc (3 uM) foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos e AMPc (3 uM) ou AMPc (3
MM) + insulina (500 pU/mL) foram infundidos dos 24 aos 50 minutos. Cada ponto representa a média
+ EPM de 7 a 11 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student
para amostras independentes, *p<0,05.
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4.4 AVALIACAO DA RESPOSTA HEPATICA AO AMPC NO CATABOLISMO DO GLICOGENIO

A resposta hepatica ao AMPc 3 uM e 9 uM sobre a producgao de
glicose, lactato e piruvato e sobre a glicogendlise, avaliadas em perfusédo de figado
de ratos no 5° (WK 5°) e 8° (WK 8°) dia de desenvolvimento tumoral, € nos controles
e controles pair fed estdo demonstradas nas figuras 14 a 17.

A infusdo hepatica de AMPc 3 uM, aos 10 minutos de perfusao,
aumentou a producdo hepatica de glicose nos animais controle e controle pair fed,
sendo 0 aumento menor nos animais pair fed (figuras 14A e 14B). Porém, no grupo
WK 5° o AMPc 3 uM praticamente n&o alterou a producédo hepatica de glicose, a
qual foi menor em relagédo aos grupos controle e controle pair fed (figura 14A), como
indicado pelas AUCs (figura 14B).

A infusdo de AMPc 9 pM promoveu maior aumento sobre a
producao hepatica de glicose do que o AMPc 3 pM, tanto no grupo controle quanto
no controle pair fed, contudo, ndo estimulou a produgcédo hepatica de glicose nos
animais no 8° dia de tumor (figura 14C), como demonstrado pelas AUCs (figura
14D).

Quanto a produgao hepatica de lactato e piruvato no grupo controle,
o AMPc 3 uM produziu pequeno aumento na producdo de lactato (figuras 15A e
15B) e piruvato (figuras 16A e 16B), enquanto o AMPc 9 uM reduziu a produgéo de
lactato (figuras 15C e 15D) e piruvato (figuras 16C e 16D). Entretanto, nos grupos
controle pair fed, WK 5° e WK 8° o AMPc 3 pM ou 9 yM tenderam a produzir
alteragcbes mais discretas na producao de lactato e piruvato.

A infusdo de AMPc 3 pM estimulou a glicogendlise nos animais
controle e controle pair fed, sendo o aumento menor nos animais pair fed (figuras
17A e 17B). No entanto, no grupo WK 5° o AMPc 3 pM praticamente ndo aumentou
a glicogendlise, a qual foi significativamente menor que dos animais controle e
controle pair fed (figuras 17A e 17B). A infusdo de AMPc 9 uM promoveu aumento
mais acentuado na glicogendlise nos grupos controle e controle pair fed, sendo o
aumento menor nos animais pair fed, entretanto, ndo estimulou a glicogendlise no
grupo WK 8° (figuras 17C e 17D).
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Figura 14 — Efeito do AMPc 3 uM (A) e 9 uM (B) sobre a producgdo de glicose e as
respectivas areas sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos
controles, controles pair fed e no 5° (WK 5°) e 8° (WK 8°) dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusédo in situ como descrito em Materiais e
Métodos. AMPc 3 uM ou 9 uM foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos. Cada ponto
representa a média £ EPM de 15 a 20 experimentos utilizando AMPc 3 uM e 3 a 5 experimentos
utilizando AMPc 9 uM. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste ANOVA Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunns para multiplas comparagées para o AMPc 3 uM e pelo teste ANOVA One
Way seguido do teste de Newman-Keuls para multiplas comparag¢des para o AMPc 9 uM, *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 versus controle; #p<0,05 versus controle pair fed.
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Figura 15 — Efeito do AMPc 3 uM (A) e 9 uM (B) sobre a produgao de L-lactato e as
respectivas areas sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos
controles, controles pair fed e no 5° (WK 5°) e 8° (WK 8°) dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusédo in situ como descrito em Materiais e

Métodos. AMPc 3 uM ou 9 uM foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos.

Cada ponto

representa a média + EPM de 15 a 20 experimentos utilizando AMPc 3 uM e 3 a 5 experimentos
utilizando AMPc 9 uM. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste ANOVA One Way
seguido do teste de Newman-Keuls para multiplas comparagoes.
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Figura 16 — Efeito do AMPc 3 uM (A) e 9 uM (B) sobre a producgao de piruvato e as

respectivas areas sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos
controles, controles pair fed e no 5° (WK 5°) e 8° (WK 8°) dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusédo in situ como descrito em Materiais e
Métodos. AMPc 3 UM ou 9 uM foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos. Cada ponto
representa a média + EPM de 15 a 20 experimentos utilizando AMPc 3 uM e 3 a 5 experimentos
utilizando AMPc 9 uM. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste ANOVA Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunns para multiplas comparagées para o AMPc 3 uM e pelo teste ANOVA One
Way seguido do teste de Newman-Keuls para multiplas comparagdes para o AMPc 9 pM.
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Figura 17 — Efeito do AMPc 3 pM (A) e 9 uM (B) sobre a glicogendlise e as
respectivas areas sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos
controles, controles pair fed e no 5° (WK 5°) e 8° (WK 8°) dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256.
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Figados de ratos alimentados foram submetidos a perfusédo in situ como descrito em Materiais e
Métodos. AMPc 3 UM ou 9 uM foi infundido no intervalo entre 10 e 24 minutos. Cada ponto
representa a média + EPM de 15 a 20 experimentos utilizando AMPc 3 uM e 3 a 5 experimentos
utilizando AMPc 9 uM. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste ANOVA Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunns para multiplas comparagées para o AMPc 3 uM e pelo teste ANOVA One
Way seguido do teste de Newman-Keuls para multiplas comparag¢des para o AMPc 9 uM, *p<0,05 e
***p<0,001 versus controle; #p<0,05 versus controle pair fed.
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45 AVALIACAO DA RESPOSTA HEPATICA AO AMPC NO CATABOLISMO DA GLICOSE

A resposta hepatica ao AMPc (6 uM) na produgdo de lactato e
piruvato e na glicdlise, avaliadas em perfusédo de figado de ratos controle e Walker-
256 no 5° (WK 5°) e 12° (WK 12°) dia de desenvolvimento tumoral, encontram-se
ilustradas nas figuras 18 a 20.

A infusédo hepatica de glicose (20 mM), aos 10 minutos de perfuséo,
aumentou a produgao de lactato nos grupos controle, WK 5° e WK 12°, porém, o
aumento foi menor no grupo WK 12° (figura 18A), como evidenciado pelas AUCs
(figura 18B). A infusdo de AMPc aos 40 minutos de perfusdo, reduziu a produgéo
hepatica de lactato a partir da glicose exdgena, nos animais controle, mas, ndo nos
animais no 5° e 12° dia de tumor (figura 18A), como demonstrado pelas AUCs
(figura 18C).

O mesmo ocorreu em relacdo a produgao hepatica de piruvato,
onde, a infusdo de glicose aumentou a produg¢do de piruvato nos grupos controle e
WK 5°, sendo este aumento maior do que no grupo WK 12° (figura 19A), como
demonstram as AUCs (figura 19B). A infusdo de AMPc reduziu a producédo de
piruvato no grupo controle, mas, ndo nos animais no 5° e 12° dia de tumor, como
pode ser visto pelas AUCs (figura 19C).

A infusdo de glicose também aumentou a glicdlise nos grupos
controle, WK 5° e WK 12°, sendo este aumento menos acentuado no grupo WK 12°
(figura 20A), como poder ser verificado pelas AUCs (figura 20B). A infusdo de AMPc
reduziu a glicolise, a partir da glicose exdgena, no grupo controle, mas, ndo nos
grupos WK 5° e WK 12° (figura 20A), como ilustrado pelas AUCs (figura 20C).
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Figura 18 — Efeito do AMPc sobre a producao de L-lactato (A) e as respectivas
areas sob as curvas (AUCs) de 10 a 40 minutos (B) e de 40 a 60
minutos (C), em figados de ratos controles e no 5° (WK 5°) e 12° (WK
12°) dia de desenvolvimento do tumor Walker-256.
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Figados de ratos em privagéo alimentar de 24 horas foram submetidos a perfusédo in situ como descrito em
Material e Métodos. Glicose (20 mM) foi infundida de 10 a 60 minutos. AMPc (6 uM) foi infundido de 40 a 60
minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 8 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram
analisadas pelo teste ANOVA One Way seguido do teste de Newman-Keuls para mdltiplas comparagdes,
**p<0,01 e ***p<0,001 versus controle; ##p<0,01 versus WK 5°.
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Figura 19 — Efeito do AMPc sobre a producdo de piruvato (A) e as respectivas
areas sob as curvas (AUCs) de 10 a 40 minutos (B) e de 40 a 60
minutos (C), em figados de ratos controles e no 5° (WK 5°) e 12° (WK
12°) dia de desenvolvimento do tumor Walker-256

0.6
— Glicose 20 mM A
o ® Controle AMPC 6 puM
e 097 & WK5
E T A WK 12°
©
€ 0.4
E ]
)
5 03
=}
= :
o
o 0.2-
b= 44
Q | $f$;$1f$
S 0.1 4"4“E T
© ) -
o ;f_f_*
= Egegesn! 1

0.0 2 7 LN B NN N B B B |
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de perfusao (min)

10 10
Hl Controle B Hl Controle C

B2 WK 5° Z WK 5°
B WK 12° BN WK 12°

*%

AUC piruvato de 10 a 40 min (umol g'1)
<
AUC piruvato de 40 a 60 min (umol g'1)
& °
*

N
=)

Figados de ratos em privagéo alimentar de 24 horas foram submetidos a perfuséo in situ como descrito em Material e Métodos.
Glicose (20 mM) foi infundida de 10 a 60 minutos. AMPc (6 puM) foi infundido de 40 a 60 minutos. Cada ponto representa a
média + EPM de 4 a 8 experimentos. Diferengas entre as AUCs foram analisadas pelo teste ANOVA One Way seguido do teste
de Newman-Keuls para multiplas comparagdes, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle; ###p<0,001 versus WK 5°.
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Figura 20 — Efeito do AMPc sobre a glicolise (A) e as respectivas areas sob as
curvas (AUCs) de 10 a 40 minutos (B) e de 40 a 60 minutos (C), em
figados de ratos controles e no 5° (WK 5°) e 12° (WK 12°) dia de
desenvolvimento do tumor Walker-256.
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Figados de ratos em privagdo alimentar de 24 horas foram submetidos a perfus&o in situ como descrito em
Material e Métodos. Glicose (20 mM) foi infundida de 10 a 60 minutos. AMPc (6 uM) foi infundido de 40 a 60
minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 4 a 8 experimentos. Diferencas entre as AUCs foram
analisadas pelo teste ANOVA One Way seguido do teste de Newman-Keuls para multiplas comparagdes,
**p<0,01 e ***p<0,001 versus controle; ##p<0,01 versus WK 5°.



65

46 AVALIACAO DA RESPOSTA HEPATICA AO N°-MB-AMPC NO CATABOLISMO DA
GLICOSE

O efeito do analogo sintético do AMPc, o N°-MB-AMPc (1 uM), na
producao hepatica de lactato e piruvato e na glicélise, em estudos de perfusédo de
figado de animais controle e portador de tumor Walker-256 no 5° dia (WK 5°) esta
ilustrado nas figuras 21 a 23.

A infusdo de dglicose (20 mM), aos 10 minutos de perfusao,
aumentou a producgao hepatica de lactato (figuras 21A e 21B), piruvato (figuras 22A
e 22B) e a glicdlise (figuras 23A e 23B), como visto anteriormente (figuras 18, 19 e
20), nos grupos controle e WK 5°. A infusdo do N°-MB-AMPc, aos 40 minutos de
perfuséo, reduziu a producéo hepatica de lactato (figura 21A), piruvato (figura 22A) e
a glicdlise (figura 23A), a partir da glicose exdgena, no grupo controle, mas, ndo no
grupo WK 5°, como evidenciado pelas AUCs (figuras 21C, 22C e 23C).
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Figura21 — Efeito do N°-MB-AMPc sobre a producdo de L-lactato (A) e as
respectivas areas sob as curvas (AUCs) de 10 a 40 minutos (B) e de
40 a 60 minutos (C), em figados de ratos controles e no 5° (WK 5°)
dia de desenvolvimento do tumor Walker-256.
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Figados de ratos em privacdo alimentar de 24 horas foram submetidos a perfusdo in situ como
descrito em Material e Métodos. Glicose (20 mM) foi infundida de 10 a 60 minutos. N®-MB-AMPc (1
pMM) foi infundido de 40 a 60 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 6 experimentos.
Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes,
**p<0,01.
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Figura 22 - Efeito do N°®-MB-AMPc sobre a producdo de piruvato (A) e as
respectivas areas sob as curvas (AUCs) de 10 a 40 minutos (B) e de
40 a 60 minutos (C), em figados de ratos controles e no 5° (WK 5°)
dia de desenvolvimento do tumor Walker-256.
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Figados de ratos em privagdo alimentar de 24 horas foram submetidos a perfusédo in situ como
descrito em Material e Métodos. Glicose (20 mM) foi infundida de 10 a 60 minutos. N°-MB-AMPc (1
pM) foi infundido de 40 a 60 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 6 experimentos.
Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes,
**p<0,01.
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Figura 23 — Efeito do N®-MB-AMPc sobre a glicdlise (A) e as respectivas areas sob
as curvas (AUCs) de 10 a 40 minutos (B) e de 40 a 60 minutos (C), em
figados de ratos controles e no 5° (WK 5°) dia de desenvolvimento do

tumor Walker-256.
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Figados de ratos em privagéo alimentar de 24 horas foram submetidos a perfusédo in situ como
descrito em Material e Métodos. Glicose (20 mM) foi infundida de 10 a 60 minutos. N°-MB-AMPc (1
MM) foi infundido de 40 a 60 minutos. Cada ponto representa a média + EPM de 6 experimentos.
Diferencas entre as AUCs foram analisadas pelo teste t de Student para amostras independentes,
**p<0,01.
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5 DISCUSSAO

Dentre os efeitos provocados pelo cancer no organismo, a caquexia
representa um dos mais sérios, uma vez que leva a debilitacdo do paciente,
resultando em perda acentuada de peso e fraqueza generalizada. Em vista disso,
estudos com o objetivo de entender as alteragbes metabdlicas envolvidas no
desenvolvimento da caquexia associada ao cancer tornam-se extremamente
importantes para o possivel desenvolvimento de terapias que contribuam ao
aumento da qualidade de vida dos doentes.

Uma das alteragbes metabdlicas que podem estar relacionadas ao
desenvolvimento da caquexia € a resposta anormal a insulina, um horménio anti-
catabdlico.

Assim, questbes relevantes do presente estudo, ainda nao
caracterizadas, sdo como esta a resposta periférica e hepatica a insulina em ratos
com caquexia induzida por tumor Walker-256, ao longo do desenvolvimento tumoral.

Neste modelo experimental de caquexia, induzida por tumor Walker-
256, a perda de massa corporea ocorre rapidamente e de forma progressiva,
acompanhando o rapido crescimento tumoral (tabela 1) e a morte dos animais
ocorre em torno do 14° dia apds a inoculagao das células tumorais.

No presente estudo, todos os animais utilizados nos experimentos
foram avaliados quanto ao estado caquético e desenvolvimento tumoral e
apresentaram estes parametros dentro dos valores médios demonstrados na tabela
1, confirmando o estado catabdlico dos animais.

Para responder a primeira questao, ou seja, como esta a resposta
periférica a insulina ao longo do desenvolvimento do tumor Walker-256, animais no
2°, 5°, 8° e 12° dia de desenvolvimento tumoral, com 24 horas de privacao alimentar,
para retirar a interferéncia do menor conteudo de glicogénio hepatico destes animais
(CASSOLLA, 2008), foram submetidos ao ITT.

Os animais no 2° dia de desenvolvimento tumoral (figura 1B)
apresentaram reducao da glicemia similar a do controle apds a administracdo de
insulina, porém, nos animais portadores de tumor no 5°, 8° e 12° dia (figuras 2B, 3B
e 4B) esta reducdo foi menor. Isso demonstra que animais portadores de tumor
Walker-256 apresentaram redugao da resposta periférica a insulina no 5°, 8° e 12°

dia de tumor, mas ndo no 2° dia.
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Estes resultados corroboram dados da literatura de que a redugéao
da glicemia apos infusdo de insulina € menor em pacientes com cancer quando
comparados a pacientes saudaveis (LUNDHOLM & HOLM, 1978). Efeitos
semelhantes também foram observados em camundongos inoculados no flanco com
células de adenocarcinoma de colon-26 (MAC26) submetidos ao ITT. Nesse estudo,
os camundongos apds 8 e 12 dias de inoculagdo, apresentaram gradativa
diminuicdo da captacao periférica de glicose apos a administragdo de insulina (ASP
et al., 2010).

A reducdao da resposta periférica a insulina pode ter sido
responsavel, pelo menos em parte, pelas alteragdes metabdlicas observadas
previamente em nosso laboratério nos animais com tumor Walker-256, como
diminuicdo da massa muscular, aumento dos triacilglicerdis e acidos graxos livres
plasmaticos (CASSOLLA, 2008).

A resposta periférica anormal a insulina pode também ter contribuido
para a exacerbacdo dos processos catabodlicos e consequentemente para o
desenvolvimento da caquexia acentuada nos animais com tumor Walker-256
(tabela 1).

Estudos tém relacionado o desenvolvimento de resisténcia a insulina
a citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a e a IL-6 liberadas pelo sistema
imunoldgico em resposta ao cancer (NOGUCHI et al.,, 1998), as quais atuam
diminuindo a sinalizagao da insulina.

O TNF-a interfere negativamente na sinalizagao da insulina por inibir
a fosforilagdo da cadeia 3 do IR e do IRS-1 em residuos de tirosina, via aumento da
fosforilacdo de residuos de serina, interferindo na ativagdo da PI3K (KANETY et al.,
1995; WARNE, 2003). O TNF-a também diminuiu a translocagcdo de GLUT-4
estimulado pela insulina e GLUT-4 no estado basal em adipdcitos de ratos
portadores do sarcoma MCA (methylcholanthrene-induced sarcoma) (YOSHIKAWA
et al., 1999), além de promover diminuicdo do numero do IR, IRS-1 e GLUT-4
(MOLLER, 2000).

A IL-6 também tem sido relacionada a diminuicdo da sensibilidade
muscular e hepatica a insulina. Ratos pré-tratados por 2 horas com IL-6, submetidos
a técnica de “clamp” normoglicémico e hiperinsulinémico, apresentaram redugéo na

acao e sinalizagao da insulina no musculo esquelético, o que pode ser devido, pelo
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menos em parte, pela reducdo da associagao do IRS-1 com a PI3K, reduzindo o
transporte de glicose estimulado pela insulina para o musculo (KIM et al., 2004).

O aumento de acidos graxos livres circulantes, resultante do intenso
catabolismo observado na caquexia, também pode prejudicar a atuagao da insulina.
O acumulo intracelular de intermediarios do metabolismo dos acidos graxos (acil-
CoA, diacilglicerol e ceramidas) e, consequentemente, de ROS, interferem
negativamente na cascata de sinalizacdo da insulina (SHULMAN, 2000; BODEN,
2002; SCHINNER et al., 2005; PETERSEN & SHULMAN, 2006; DELARUE &
MAGNAN, 2007), via ativacdo de serina/treonina quinases, que fosforilam o IR e
IRS-1 em serina e treonina, ao invés de tirosina, reduzindo a captacao e oxidacao da
glicose estimulada pela insulina.

Em relacdo a recuperacdo da glicemia, apés os 30 minutos de
administragao de insulina, ndo houve diferenca entre os portadores de tumor e os
controles (figuras 1C, 2C, 3C e 4C), apesar dos relatos da literatura de que a
concentragdo de hormdnios contra-reguladores, como o glucagon, esta aumentada
em portadores de cancer (FERNANDES et al., 1990; BONGAERTS et al., 2006).

Os animais portadores de tumor apresentaram maior glicemia no 2°
dia e menor glicemia no 12° dia de desenvolvimento tumoral (figura 5). O valor
aumentado da glicemia no 2° dia de tumor pode ser devido ao aumento da
neoglicogénese hepatica em decorréncia do fornecimento aumentado de substratos
para esta via, tais como alanina, glicerol e lactato provenientes respectivamente
da estimulacao da protedlise (WATERHOUSE et al., 1979; YOUNES & NOGUCHI,
2000), lipdlise (LUNDHOLM et al.,, 1982; TISDALE, 2000) e do tecido tumoral
(SHAPOT & BLINQOV, 1974; PIFFAR, 2003). Vale ressaltar que no 2° dia de tumor os
animais ja apresentavam quase 6% de perda de massa corporea (tabela 1),
indicando aumento do estado catabdlico logo no inicio do desenvolvimento tumoral.
Outra possibilidade para o aumento da glicemia € por estimulagdo da glicogendlise
pelo LMF liberado pelo tumor. O LMF estimula a glicogendlise hepatica por
aumentar a concentragao intracelular de AMPc (HIRAI et al., 1997) (figura 24).
Estudos prévios do laboratério demonstraram que ratos no 5° dia de tumor Walker-

256 apresentam baixo conteudo de glicogénio hepatico (CASSOLLA, 2008).
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Figura 24 - Vias de sinalizag&o da insulina, LMF, glucagon e AMPc

Insulina

AMPC

Glicoggnolise 4
G. Fosfofilase - @

- Glicose

L actato

Adenilato ciclase (AC); adenosina monofosfato (AMP); adenosina monofosfato ciclica (AMPc);
adenosina trifosfato (ATP); ciclo de Krebs (CK); fator mobilizador de lipideos (LMF); fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K); fosfatidilinositol-3,4-bisfosfato (PIP2); fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato  (PIP3);
fosfodiesterase 3B (PDE3B); N®-monobutiril-kAMPc (NG-MB-AMPC); proteina G estimulatéria (Gs);
proteina quinase A dependente de AMPc (PKA); proteina quinase B (PKB/AKT); proteina quinase
dependente de fosfoinositideo-1 (PDK-1); substrato do receptor de insulina (IRS).
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O menor valor glicémico dos animais no 12° dia de tumor
provavelmente foi resultante do aumento do consumo de glicose pelo tumor, devido
ao seu estagio avangcado de desenvolvimento. Grandes tumores sdlidos de
crescimento rapido, como o Walker-256 (39 g no 12° dia), apresentam pobre
suprimento sanguineo porque a neovascularizagdo ndo acompanha o crescimento
tumoral e, consequentemente, se tornam hipoxicos (VICENTINO et al., 2002b).

A alta atividade metabdlica das células tumorais em um ambiente
hipoxico implica na utilizagdo da glicolise anaerdbica como principal via para
producao de ATP (BRAHIMI-HORN et al.,, 2007), o que aumenta grandemente o
consumo de glicose. A quantidade de glicose requerida pelas células tumorais é
cerca de quatro a cinco vezes a das células normais (TIJERINA, 2004). Sob
condigdes de hipdxia ocorre ativagdo do fator induzido por hipdxia (HIF) o qual
desvia o fluxo metabdlico da célula tumoral para a via glicolitica anaerdbica por
induzir a expressdo de enzimas desta via (TISDALE, 2002), além de também
promover aumento na expressao de transportadores de glicose do tipo GLUT-1 e
GLUT-3, o que aumenta a captagdo de glicose pelas células tumorais (BRAHIMI-
HORN et al., 2007). Este aumento do consumo de glicose pelo tumor é apontado
como um dos responsaveis, junto com a anorexia e deplegao do glicogénio hepatico,
pela hipoglicemia caracteristica da sindrome caquética associada ao cancer.

A outra questdo relevante do presente estudo ja descrita
anteriormente € como estd a resposta para a insulina no figado de animais
portadores de tumor Walker-256 no decorrer do desenvolvimento tumoral.

N&o existem relatos na literatura relacionando a ordem de
desenvolvimento de resisténcia a insulina nos tecidos muscular, adiposo e hepatico
em portadores de cancer, especificamente em ratos com tumor Walker-256. Ha
estudos (KIM et al., 2003) demonstrando que na sindrome metabdlica, associada ao
aumento de adiposidade visceral, a resisténcia insulinica €& estabelecida
primeiramente no figado. Diante disto, embora ndo se tenha observado diminuigéo
da resposta periférica a insulina no 2° dia de tumor, avaliou-se a resposta hepatica a
insulina no catabolismo do glicogénio estimulado pelo AMPc, neste dia de
desenvolvimento tumoral e também no 5° dia.

O AMPc infundido no figado estimulou a glicogendlise (figuras 9 e

13) e consequentemente a produgao de glicose (figuras 6 e 10), lactato (figuras 7 e
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11) e piruvato (figuras 8 e 12) nos animais controle pair fed, WK 2° e WK 5°. Porém,
os efeitos do AMPc foram menos pronunciados nos animais no 5° dia de tumor.

Vale ressaltar que a dglicose proveniente da degradagdo do
glicogénio hepatico é convertida em lactato e piruvato pela via glicolitica. Isto implica
que a estimulagdo da glicogendlise pelo AMPc aumenta a produgédo hepatica de
glicose, lactato e piruvato.

O AMPc estimula a glicogendlise por iniciar uma cascata de reagbes
(figura 24) que conduzem a ativagao da proteina quinase A dependente de AMPc
(PKA) (SUDILOVSKY, 1974; KEPPENS & WULF, 1975) e a subsequente
fosforilagao e ativagao da fosforilase-quinase e glicogénio-fosforilase (enzima chave
da glicogendlise) (KREBS et al., 1966; KEPPENS & WULF, 1975).

A infusdo hepatica de insulina reduziu o efeito estimulatério do AMPc
sobre a glicogendlise (figuras 9 e 13) e produgao hepatica de glicose (figuras 6 e 10)
e nao alterou o efeito do AMPc sobre a producédo de lactato (figuras 7 e 11) e
piruvato (figuras 8 e 12) nos animais controle pair fed e também nos animais no 2°
e 5° dia de tumor. A falta de efeito inibitério da insulina sobre a produc¢ao hepatica de
lactato e piruvato provavelmente se deve ao fato de que a insulina inibe a
glicogendlise, diminuindo a oferta de glicose para ser convertida em lactato e
piruvato, mas ao mesmo tempo estimula a glicélise, aumentando a conversdo de
glicose em lactato e piruvato.

A insulina diminuiu o efeito do AMPc sobre a glicogendlise,
provavelmente por reduzir sua concentragao intracelular (VARDANEGA-PEICHER et
al., 2003a), por meio da ativagéo da fosfodiesterase 3B (PDE3B) (KITAMURA et al.,
1999), a enzima que promove hidrélise e consequente inativacdo do AMPc (PILKIS
& GRANNER, 1992; KITAMURA et al., 1999) (figura 24). Resultados semelhantes do
efeito inibitorio da insulina sobre o catabolismo do glicogénio estimulado pelo AMPc
foram observados em outros estudos de perfusédo de figado (BORBA-MURAD et al.,
2004; VARDANEGA-PEICHER et al., 2003a).

Os resultados anteriores demonstrando efeito inibitério da insulina
no catabolismo do glicogénio hepatico indicam que a resposta hepatica a insulina
ndo esta diminuida no 2° e 5° dia de desenvolvimento tumoral. Porém, isto n&o
exclui a possibilidade de reducédo da resposta hepatica a insulina apds o 5° dia de

tumor, a qual ndo pode ser avaliada, visto que os animais com tumor nao
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responderam ao AMPc, mesmo para altas concentragdes, em fases mais tardias do
desenvolvimento tumoral.

De fato, maior concentracdo de AMPc (9 uM) foi incapaz de
estimular o catabolismo do glicogénio nos animais no 8° dia de tumor, enquanto
aumentou a glicogendlise e produgcdo hepatica de glicose nos animais controle e
controle pair fed (figuras 14 e 17).

Conforme esperado, nos animais controle o aumento na produgao
de glicose e glicogendlise foi mais acentuado apos infusdo de AMPc 9 uM do que 3
MM (figuras 14 e 17). O grupo controle pair fed apresentou menor resposta na
producao hepatica de glicose e glicogendlise, em relagdo ao controle, tanto para o
AMPc 3 pM quanto para o AMPc 9 pM (figuras 14 e 17), a qual pode ser devida ao
menor conteudo de glicogénio hepatico (CASSOLLA, 2008), visto que estes animais
tiveram alimentacdo reduzida, similar a dos animais com tumor portadores de
anorexia. Estudos prévios do laboratério demonstraram que animais pair fed
possuem menor conteudo de glicogénio hepatico do que os animais com ingesta
alimentar normal (CASSOLLA, 2008).

Os animais do grupo WK 5° apresentaram menor resposta ao AMPc
3 MM na producdo hepatica de glicose e glicogendlise em relagao ao controle e
controle pair fed (figuras 14 e 17). O mesmo ocorreu com os animais WK 8°, nos
quais o AMPc 9 uM néo estimulou a produg¢ao hepatica de glicose e glicogendlise
(figuras 14 e 17). A menor resposta ao AMPc nos animais portadores de tumor em
relacdo aos controles pair fed, provavelmente nao foi devida ao menor conteudo de
glicogénio hepatico, visto que estes animais apresentaram quantidades similares de
glicogénio no figado (CASSOLLA, 2008).

Em relagdo a producgao hepatica de lactato e piruvato nos grupos
controle o AMPc 3 uM promoveu pequeno aumento (figuras 15 e 16), enquanto o
AMPc 9 uM promoveu redugao, provavelmente por inibir a glicolise (figuras 15 e 16).
Esses resultados concordam com dados da literatura acerca do efeito dose
dependente do AMPc, o qual em pequenas concentragdes estimula a glicogendlise
mas nao altera a glicolise e, em altas concentragbes além de estimular a
glicogenolise também inibe a glicdlise (VARDANEGA-PEICHER et al.,, 2003b). O
AMPc inibe a glicdlise por diminuir a atividade de enzimas chave desta via como a
fosfofrutoquinase e piruvato quinase (PILKIS e GRANNER, 1992).
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Para descartar a interferéncia do menor conteudo de glicogénio
hepatico na menor resposta ao AMPc nos animais com tumor, avaliou-se a resposta
ao AMPc no catabolismo da glicose em perfusao de figado de animais controle, WK
5° e WK 12° submetidos a 24 horas de privacao alimentar para depletar o estoque
de glicogénio hepatico.

A infusdo hepatica de glicose aumentou a produgdo de lactato,
piruvato e a glicdlise nos animais controle, WK 5° e WK 12°, porém, esse aumento
foi menor nos animais no 12° dia de tumor (figuras 18B, 19B e 20B) e pode ser
atribuido a menor atividade da glicoquinase nos animais portadores de tumor
Walker-256, como previamente evidenciado (VICENTINO et al., 2002b). A menor
atividade da glicoquinase, enzima que converte a glicose em glicose-6-fosfato,
resulta em menor captagcédo hepatica de glicose devido a reducédo do gradiente de
concentracdo para a entrada de glicose e, consequentemente, em menor taxa
glicolitica o que acarreta menor producéao de lactato e piruvato.

A infusdo hepatica de AMPc (6 pM), junto com a glicose, reduziu a
producao de lactato, piruvato e a glicélise no grupo controle, entretanto ndo alterou a
glicélise no 5° e 12° dia de tumor (figuras 18C, 19C e 20C), demonstrando também
diminuicao da resposta ao AMPc nos animais com tumor, reforcando a sugestdo de
que a reducdo da resposta ao AMPc na glicogendlise nao foi devida ao menor
conteudo de glicogénio hepatico.

A menor resposta ao AMPc nos animais portadores de tumor
poderia, em hipotese, ter sido decorrente da maior atividade da PDE3B, a enzima
que degrada o AMPc (PILKIS & GRANER, 1992; KITAMURA et al., 1999;
VARDANEGA-PEICHER et al., 2003a) (figura 24). Para investigar esta possibilidade
foram realizados experimentos de perfusdo de figado de animais controle e WK 5°,
submetidos a 24 horas de privagao alimentar, utilizando um analogo do AMPc, o N°-
MB-AMPc. O N°-MB-AMPc é resistente & hidrolise pela PDE3B devido a uma
modificacdo covalente na posicdo N® (HERMSDORF & DETTMER, 1998).

O N°®-MB-AMPc 1 pM inibiu o catabolismo da glicose nos ratos
controles (figura 23) de forma mais acentuada que o AMPc 6 uM (figura 20)
demonstrando que possui atuagao similar, porém mais intensa que a do AMPc.
Contudo, assim como o AMPc, o N®-MB-AMPc n3o foi capaz de inibir o catabolismo
da glicose nos ratos portadores de tumor (figura 23). Este resultado sugere que a

diminuicdo da resposta hepatica ao AMPc nao foi devida a maior atuagdao da
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PDE3B, ja que o analogo do AMPc também n&o inibiu a glicélise, mesmo ndo sendo
hidrolisado por esta enzima.

A diminuicdo da resposta ao AMPc provavelmente n&o envolveu a
sua menor taxa de captacao pelos hepatdcitos uma vez que a resposta ao glucagon
na glicélise, o qual aumenta o AMPc intracelular (figura 24), também foi menor em
estudo de perfusdo de figado de animais portadores de tumor Walker-256
(VICENTINO et al., 2002b).

E possivel que a diminuicdo da resposta hepatica ao AMPc, ja no 5°
dia de desenvolvimento tumoral, seja decorrente da menor resposta da proteina
quinase A dependente de AMPc (PKA) a qual poderia, em hipotese, ser devida ao
aumento crénico do AMPc intracelular, resultante da acdo do LMF produzido pelo
tumor (figura 24).

Em sintese, os resultados do presente estudo demonstram que ratos
portadores do tumor Walker-256 apresentaram menor resposta periférica a insulina
e menor resposta hepatica ao AMPc. A resposta anormal a insulina pode ter
contribuido para o desenvolvimento de caquexia acentuada nestes animais.

Estudos com tratamentos que melhorem a resposta insulinica
poderao contribuir para a compreensao da participagao da resisténcia insulinica no

desenvolvimento da caquexia associada ao cancer.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que ratos

portadores de tumor Walker-256:

v' Apresentaram diminuicdo da resposta periférica a insulina no 5°, 8° e 12° dia
de tumor, mas ndo no 2° dia, sugerindo resisténcia periférica a este

horménio ja no 5° dia de desenvolvimento tumoral,

v" Nao apresentaram reducao da resposta hepatica a insulina no catabolismo
do glicogénio estimulado pelo AMPc no 2° e 5° dia de tumor, sugerindo
auséncia de resisténcia hepatica a insulina nestes estagios do

desenvolvimento tumoral;

v' Apresentaram diminuicdo da resposta hepatica ao AMPc, tanto no
catabolismo do glicogénio quanto na glicolise no 5° 8° e 12° dia de
desenvolvimento tumoral, a qual provavelmente nado foi decorrente do
menor conteudo de glicogénio hepatico, da menor taxa de captagcdo de

AMPc pelos hepatocitos e nem do aumento de atuagcéo da PDE3B.
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