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CASSOLLA, PRISCILA. Alteragoes metabdlicas na caquexia induzida por tumor
Walker-256 em ratos: anormalidades de parametros plasmaticos e hepaticos. 2008. 95f.
Dissertagao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2008.

RESUMO

A caquexia, sindrome associada a perda de peso e reducdo da ingestao de alimentos,
ocorre em muitas doengas crdonicas como o cancer e € importante causa de morbidade e
mortalidade. Relativamente pouco € conhecido sobre as alteracbes metabdlicas na
caquexia, suas causas e tratamento. O objetivo do presente estudo foi o estabelecimento
do modelo de caquexia induzida por tumor Walker-256 em ratos e a caracterizagdo do perfil
metabdlico plasmatico e hepatico nesta condi¢do. Para a implantacdo do tumor, células
Walker-256 foram injetadas subcutaneamente no flanco direito traseiro de ratos machos
Wistar na concentracdo de 8x10’ células/animal. No 5°, 8°, 11° e 14° dia apds a inoculagéo
das células avaliou-se as massas corporal, tumoral e do musculo gastrocnémio, a ingestao
alimentar, o conteudo de glicogénio hepatico e a concentracdo de varios parametros
plasmaticos (colesterol, triacilglicerdis, acidos graxos livres, glicerol, lactato, uréia e glicose).
A maioria das anadlises também foi feita em animais submetidos a um esquema de
alimentacao reduzida (animais controle pair fed), semelhante a dos animais com tumor
portadores de anorexia, ou em animais controles com alimentagdo ad libitum. Foram
também avaliados, no 12° dia de desenvolvimento tumoral, a neoglicogénese e o consumo
de oxigénio hepaticos a partir de varios precursores de glicose (alanina 2,5 mM, piruvato 5
mM, lactato 2 e 8 mM e glicerol 2 mM) em estudos de perfusdo de figado in situ. Nestes
experimentos os animais portadores de tumor e seus controles foram submetidos a 24
horas de privacao alimentar. Todos os dados obtidos foram testados quanto a distribuicdo e
homogeneidade das variancias e testes estatisticos adequados foram empregados para
analise dos resultados. De uma forma geral, especialmente no 14° dia apds a inoculagéao
das células Walker-256, os animais portadores do tumor apresentaram: a) redugao (p<0,05)
da massa corpodrea e perda de massa muscular; b) redugao (p<0,05) da ingestao alimentar,
glicemia e do conteudo de glicogénio hepatico; ¢) aumento (p<0,05) dos ftriacilglicerdis,
acidos graxos livres, lactato e uréia plasmaticos e d) ndo alteragao (p>0,05) no colesterol e
glicerol plasmatico. Estas alteragbes nao ocorreram nos animais controle pair fed, exceto a
glicemia e o conteudo de glicogénio hepatico, e em sua maioria acompanhou o aumento
progressivo da massa tumoral. Adicionalmente, houve inibicdo (p<0,05) da neoglicogénese
e do consumo de oxigénio hepaticos nos animais portadores de tumor (12° dia) quando os
precursores utilizados foram a alanina, o piruvato ou o lactato 2 mM, mas nao (p>0,05) o
glicerol ou o lactato 8 mM. Os resultados indicam que, além dos sinais caracteristicos da
sindrome da caquexia como emagrecimento, catabolismo muscular e anorexia, os animais
portadores de tumor Walker-256 apresentam varias alteragcdes metabdlicas plasmaticas e
hepaticas, algumas das quais se iniciam ja no 5° dia apds a inoculagdo das células
tumorais, e sdo acentuadas no decorrer do desenvolvimento do processo caquético. As
evidéncias de que as alteragdes do perfil metabdlico dos animais portadores de tumor néo
foram encontradas nos animais controle pair fed indicam que as mesmas ndo sao
decorrentes da menor ingestdo alimentar. Estas alteragdes, e também as observadas na
neoglicogénese, provavelmente, sdo mediadas por fatores produzidos pelo tumor ou pelo
hospedeiro (citocinas) em resposta a presenca do tumor.

Palavras-chave: Caquexia. Cancer. Alteracbes metabolicas. Colesterol. Triacilglicerois.
Acidos graxos. Glicerol. Lactato. Uréia. Glicemia. Glicogénio hepatico. Neoglicogénese
hepatica.



CASSOLLA, PRISCILA. Metabolic alterations in the Walker-256 tumor-induced
cachexia in rats: abnormalitys of plasmatic and hepatic parameters. 2008. 95p.
Dissertation (Mater's degree in Experimental Pathologyl) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Cachexia, syndrome associated with loss of weight and reduction in food intake, occurs in
many chronic diseases, as cancer, and it is an important cause of morbity and mortality.
Relatively little is known about metabolic alterations in cachexia, its causes and treatment.
The present study’s objective was the establishment of a model of Walker-256 tumor-
induced cachexia in rats and the characterization of plasmatic and hepatic metabolic profile
in this condition. For tumor implantation, Walker-256 cells were injected subcutaneously into
the back right flank of Wistar male rats at concentration of 8x1 0" cells/animal. On the 5", 8™
11" and 14" day post-inoculation of cells, corporal, tumoral and gastrocnemius muscle
masses, food intake, content of hepatic glycogen and concentration of several plasmatics
parameters (cholesterol, triacylglycerols, free fatty acids, glycerol, lactate, urea and glucose)
were evaluated. Most of the analyses also were made in animals submitted to a scheme of
reduced feeding (pair fed control animal), like anorexia-bearing animals with tumor, or in
controls with feeding ad libitum. In addition, on 12" day of tumoral development, the hepatic
gluconeogenesis and oxygen uptake from severals precursors of glucose (alanine 2,5 mM,
pyruvate 5 mM, lactate 2 e 8 mM e glycerol 2 mM) in situ liver perfusion studies were
evaluated. In these experiments the tumor-bearing animals and its controls were submitted
to 24 hours of alimentary privation. All obtained data were tested in respect distribution and
variances homogeneity and suitable statistical tests were employed to analyse the results. In
general, especially on 14™ day post-inoculation of Walker-256 cells, the tumor-bearing
animals presented: a) reduction (p<0,05) of corporal mass and loss of muscular mass; b)
reduction (p<0,05) of food intake, glycemia and content of hepatic glycogen; c) increased
(p<0,05) plasmatics triacylglycerols, free fatty acids, lactate and urea and d) no change
(p>0,05) in plasmatic cholesterol and glycerol. These changes did not occur in pair fed
control animals, except the glycemia and the content of hepatic glycogen, and in its majority
it followed the gradual increase of the tumoral mass. Addicionally, there was inhibition
(p<0,05) of hepatic gluconeogenesis and oxygen uptake in the tumor-bearing animals (12"
day) when the precursors used were alanine, pyruvate or lactate 2 mM, but not (p>0,05) the
glycerol or lactate 8 mM. The results indicates that, beyond of caracteristic signals of the
cachexia syndrome such as weakning, muscular catabolism and anorexia, the Walker-256
tumor-bearing animals presented several plasmatic and hepatic metabolic alterations, some
of which were already initiated on the 5" day post-inoculation of tumoral cells, and were
accented during the development of cachectic process. The evidences that the alterations of
the metabolic profile of tumor-bearing animals were not found in pair fed control animals
indicates that they aren’t deccurrent of lower food intake. These alterations, and also the
ones observed on gluconeogenesis, probably, are mediated by factors produced by the
tumor or the host (cytokines) in reply to the presence of tumor.

Keywords: Cachexia. Cancer. Metabolic alterations. Cholesterol. Triacylglycerols. Free fatty
acids. Glycerol. Lactate. Urea. Glycemia. Hepatic glycogen. Hepatic glyconeogenesis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CAQUEXIA ASSOCIADA AO CANCER

Algumas situagdes patoldgicas sdo capazes de provocar mudangas
no metabolismo energético. E o caso da caquexia, presente em muitas doencas
cronicas, tais como cancer, AIDS, insuficiéncia cardiaca crénica, artrite reumatdide,
faléncia pulmonar cronica, cirrose hepatica, deficiéncia renal e sepse (MARTIGNONI
et al., 2003; PLATA-SALAMAN, 2000).

A caquexia (do grego kako’'s, ma; e ‘hexis, condicdo) é uma
sindrome complexa e multifatorial, caracterizada pela diminuicdo involuntaria do
peso corporeo, decorrente da redugao da ingestao de alimentos e principalmente da
perda de tecido adiposo e massa muscular (INUI, 1999; TISDALE, 1997, 1999, 2000,
2002, 2004; VICENTINO et al., 2002a).

As alteragdes observadas na caquexia sao multidimensionais e
altamente coordenadas. A mais evidente € uma redistribuicdo do conteudo protéico
do corpo, com deplecéo preferencial do musculo esquelético e aumento na sintese
de proteinas envolvidas na resposta de fase aguda (KOTLER, 2000).

Estudos de revisao relatam que a incidéncia da caquexia associada
ao cancer varia pelo tipo de tumor, apresentando-se com as seguintes frequéncias:
alta (83% a 87%) em pacientes com céncer pancreatico e gastrico; intermediaria
(48% a 61%) em pacientes com cancer de célon, préstata e pulmao; e baixa (31% a
40%) em pacientes com cancer de mama, sarcomas e leucemia (LOBERG et al.,
2007; TISDALE, 1999). De um modo geral, cerca de 20% das mortes de portadores
de cancer sdo atribuidas a caquexia, com a morte ocorrendo tipicamente quando a
perda de peso é de aproximadamente 30% (LOBERG et al., 2007).

Os mecanismos que influenciam o desenvolvimento da caquexia do
cancer incluem, entre outros, a dindmica da resposta do hospedeiro (ativacdo da
resposta inflamatdria sistémica e mudangas metabdlicas, imunoldgicas e
neuroenddcrinas) e as caracteristicas do tumor e/ou dos produtos derivados do
tumor (ARIAS et al., 2007; TISDALE, 2005).
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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
caquexia. Dentre estes fatores, encontram-se citocinas, fator mobilizador de lipideos
(LMF/ZAG), fator indutor de protedlise (PIF), hormdnios catabdlicos, neuropeptideos,
neurotransmissores e toxormdnios (LOBERG et al.,, 2007; RAMOS et al., 2004;
RUBIN, 2003; TISDALE, 1999, 2003).

Os mediadores da caquexia atuam em multiplos alvos, como
adipocitos, midcitos, hepatdcitos, medula éssea, células endoteliais e neurbnios,
induzindo uma complexa cascata de respostas biolégicas que culminam em
progressiva perda de peso, anorexia, anemia, astenia, deplegdo de estoque de
lipideos, severa perda protéica do musculo esquelético (LOBERG et al., 2007) e

varias outras alteracdes no metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos.

1.2 ALTERAGCOES NO METABOLISMO DE LIPIDEOS NA CAQUEXIA ASSOCIADA AO CANCER

A gordura constitui 90% das reservas energéticas de um adulto, e o
aumento da mobilizacdo de massa adiposa é uma das caracteristicas da caquexia
no cancer para suprir a alta demanda energética do tumor (TISDALE, 1997, 2000).
Os estudos demonstram que 85% dos lipidios contidos no tecido adiposo podem ser
oxidados durante o processo caquético (FEARON, 1992; TISDALE, 2003) pelo
aumento da lipdlise e/ou pela redugéo da lipogénese (TISDALE, 2003).

Segundo Tisdale (1999), pacientes com cancer e perda de peso
possuem um turnover (reciclagem) de acidos graxos e glicerol elevado quando
comparados com sujeitos saudaveis ou pacientes com cancer sem perda de peso. O
aumento do gasto energético de repouso, encontrado na caquexia, pode explicar a
elevada oxidagao lipidica que ocorre no portador de tumor (VICENTINO et al.,
2002a).

Para serem oxidados, os acidos graxos do citoplasma precisam
atravessar as membranas externas e internas da mitocondria. Ainda no citoplasma,
os acidos graxos sdo ativados, recebendo uma coenzima A (CoA) e tornando-se

acil-CoA numa reagao catalisada pela enzima acil-CoA sintetase (GROFF et al.,
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1995). A acil-CoA atravessa a membrana mitocondrial interna por meio de um
processo dependente de carnitina e das enzimas carnitina acil transferase | (CAT 1),
localizada na face externa desta membrana, carnitina acil transferase Il (CAT II),
localizada na face interna e carnitina-acilcarnitina translocase, que atua entre as
duas faces da membrana interna. As duas primeiras enzimas sao também
denominadas carnitina palmitoil transferase | e Il (CPT | e Il), devido ao fato do acido
palmitico ser o principal acido graxo metabolizado (CURI et al., 2002).

Variagbes na atividade das CATs no cancer ndo estdo bem
definidas. Vicentino et al. (2002a) observaram reducéo de aproximadamente 50% na
atividade da CAT | mitocondrial nos figados de ratos em jejum portadores de tumor
Walker-256, o que acarretou em diminuicdo da cetogénese a partir de acidos graxos
exdgenos (palmitato, estearato e oleato). Embora, nestes mesmos estudos
(VICENTINO et al.,, 2002a) foram mostradas apenas pequenas variagbes na
atividade da CAT II, aumentando, quando o oleoil-CoA foi o substrato e diminuindo
quando o substrato foi o estearoil-CoA, Seelaender et al. (1998) mostraram que o
componente inibido na presenga de tumor maligno, como o Walker-256, € a CAT II.
O controle da expressédo da CAT Il em figado de ratos portadores de tumor parece
ser modulado, dentre outros fatores, pela prostaglandina E2 (PGE2) (SEELAENDER
et al., 1998), a qual esta associada com a proliferacdo de células tumorais por inibir
a apoptose e por promover a angiogénese (MUND et al., 2007).

Com a menor atividade das CATs no figado, ha redug¢ao da oxidagao
lipidica no hepatdcito, o que pode contribuir para o acumulo de lipideos na
circulagao observado em portadores de tumor (VICENTINO et al., 2002a), ainda que
eles sejam oxidados em outros tecidos (DELARUE; MAGNAN, 2007).

Adicionalmente, a elevagao da concentracdo plasmatica de acidos
graxos e triacilgliceréis em pacientes caquéticos com cancer tem sido
frequentemente relacionada com o envolvimento de citocinas (TISDALE, 1999).

As citocinas sdo produzidas, principalmente, por células do sistema
imune em resposta a um desafio antigénico. Na primeira linha de defesa encontram-
se 0os macrofagos que, quando ativados, sintetizam e liberam grandes quantidades
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro-inflamatérias, como fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interferon-o
(IFN-a), quimiocinas e interleucina-12 (IL-12) (ABBAS; LICHTMAN, 2005).
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Uma das caracteristicas das citocinas, TNF-a, IL-6, IL-1a e
interferons (INF-a e INF-y), e do fator inibidor de leucemia (LIF) é a capacidade de
inibirem a lipoproteina lipase (LPL), enzima localizada na superficie das células
endoteliais dos vasos sanguineos dos tecidos adiposo e muscular, que degrada os
tracilgliceréis do plasma em acidos graxos e glicerol (BERG et al., 1994). A poténcia
de inibicdo da LPL é diferente dentre as citocinas, isto é, IL-6 < LIF < TNF-a
(TISDALE, 1999). Essas citocinas também sdo capazes de ativar a enzima lipase
hormonio-sensivel (HSL), que estimula a hidrélise dos triacilglicerdis nos adipécitos
(ARNER, 1995).

Embora a IL-6 tenha aumentado a concentragdo de triacilglicerodis
em ratos, em humanos ela é identificada como um potente modulador do
metabolismo de lipideos, aumentando a oxidacao lipidica e a reesterificacao de
acidos graxos sem causar hipertriacilgliceridemia (VAN HALL et al., 2003).

Ja o TNF-a estimula diretamente a lipdlise em humanos pela
ativagdo da proteina quinase ativada por mitégeno (MEK) e da quinase relacionada
com sinal extracelular (ERK), confluindo com a diminuicdo da expressao da
fosfodiesterase 3B, a enzima degradante de adenosina monofosfato ciclica (AMPc),
resultando em aumento do AMPc intracelular, o qual ativa a proteina quinase A
(TISDALE, 2003; WARNE, 2003), estimuladora da HSL.

Além de estimular a lipdlise (MacDOUGALD; MANDRUP, 2002;
TISDALE, 1999, 2002, 2003; WARNE, 2003), o TNF-a é capaz de promover
aumento da apoptose de adipdcitos e pré-adipécitos (PRINS et al., 1997; WARNE,
2003) e diminuicdo do processos de adipogénese e lipogénese (MacDOUGALD;
MANDRUP, 2002; WARNE, 2003). Essa citocina é capaz de causar severa
hipertriacilgliceridemia por: a) inibicdo da LPL e ativagdo da HSL, como ja visto, e
inibicdo de outras enzimas envolvidas na sintese de gorduras, como a acetil-CoA
carboxilase (PAPE; KIM, 1988), acido graxo sintase (PEKALA et al., 1983), glicerol
fosfato desidrogenase e proteinas carreadoras de acidos graxos (TORTI et al., 1985)
e b) no figado, estimulacéo da lipogénese (BULLO-BONET et al., 1999; TISDALE,
1999) e da formacgdo da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (BULLO-
BONET et al., 1999).

A mobilizacdo de acidos graxos do tecido adiposo pode ocorrer
antes da perda de peso corpéreo, sugerindo a presenga do LMF, que € produzido e

liberado pelo tumor ou pelas metastases, agindo de maneira similar a dos hormdénios
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lipoliticos (TISDALE, 2000). O LMF é um dos responsaveis pela perda de massa
adiposa no processo de caquexia no cancer, por manter a taxa de degradagao de
triacilglicerois maior do que a de sintese (TISDALE, 2003, 2004).

Os acidos graxos poliinsaturados (EPAs) tém se mostrado benéficos
no tratamento de individuos com cancer, por prevenir a agao do LMF em aumentar a
concentracdo de AMPc em adipdcitos. Em estudos in vitro em ratos com tumor
MAC16, os EPAs inibiram a atividade biolégica do LMF e, em estudos in vivo, os
EPAs também foram efetivos contra os efeitos da caquexia e promoveram inibicao
do crescimento do tumor (TISDALE; BECK, 1991).

Como resultado do intenso processo de lipdlise na caquexia, ha
aumento dos acidos graxos circulantes. No tecido adiposo, os acidos graxos inibem
a atividade da LPL, que é, por outro lado, estimulada pela insulina, reduzindo o
clearance (desaparecimento) dos triacilgliceréis da circulagéo.

A longa exposigao a altas concentragdes de acidos graxos prejudica
a secregao de insulina pelas células- pancreaticas (MLINAR et al.,, 2007). No
musculo, altas concentracdes de acidos graxos inibem a sintese de glicogénio
muscular (MLINAR et al., 2007) e favorecem a beta-oxidagdo, a qual diminui a
captacdo e a oxidagao da glicose (DELARUE; MAGNAN, 2007; MLINAR et al.,
2007), efeitos que sao opostos aos da insulina. No figado, a alta concentracao de
acidos graxos representa substrato abundante para sintese de triacilglicerois e
VLDL, e para estimulagdo da neoglicogénese (MLINAR et al., 2007). E ainda resulta
em acumulo de diacilglicerol, ativagdo de duas quinases serina/treonina, PKC-5 e
IKK-B (proteina quinase C-5 e quinase inibitéria de «B-p), ativacdo da via classica
pro-inflamatoria IKK-B/IkB/NF-kB (quinase inibitéria de «kB-f/inibidor de «B/fator
nuclear kB), e aumento na expressdo hepatica e niveis plasmaticos de citocinas
inflamatorias (BODEN et al., 2005). Em conjunto, os efeitos dos acidos graxos nos
diferentes tecidos implicam em resisténcia insulinica hepatica e periférica (MLINAR
et al., 2007; BODEN et al., 2005).
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1.3 ALTERACOES NO METABOLISMO DE PROTEINAS NA CAQUEXIA ASSOCIADA AO CANCER

O conteudo de proteina no musculo esquelético depende do balango
energético entre sua sintese e degradagcdo (COSTELI; BACCINO, 2003; TISDALE,
2002). Estudos realizados em modelos experimentais de cancer, bem como em
humanos portadores de tumor, t€m mostrado que a atrofia muscular pode resultar da
elevada degradacdo, reduzida sintese ou ambas (TISDALE, 1999, 2000). A
deplecao de proteinas pode ser um dos principais fatores associados ao decréscimo
de sobrevida dos pacientes caquéticos (LOBERG et al., 2007; TISDALE, 2002).

Ha trés mecanismos proteoliticos importantes responsaveis pelo
catabolismo das proteinas no musculo esquelético (TISDALE, 2001): a) uma via
lisossomal, mediada por proteases (catepsinas), envolvida principalmente com a
protedlise de proteinas extracelulares e receptores de superficie da célula (LECKER
et al., 1999); b) um processo citosolico, dependente de Ca?*, que envolve proteases
(calpainas) ativadas por este ion, e € ativado principalmente quando ha lesdo no
tecido, necrose e autdlise (GOLL et al., 1992); e c) um mecanismo dependente de
ATP, ubiquitina-proteassoma, que parece ser o principal responsavel pela protedlise
acelerada em uma variedade de patologias como a sepse, acidose metabdlica,
diabetes aguda e caquexia induzida por cancer (LECKER et al., 1999).

As trés vias proteoliticas podem estar envolvidas na caquexia,
porém o sistema ubiquitina-proteassoma €& considerado o0 mais importante
(TISDALE, 2001, 2002, 2003). Como esse processo requer ATP, ele pode contribuir
no gasto energético observado na caquexia do cancer (TISDALE, 2001). Sob
condigdes normais, a atividade desta via € estimulada por glicocorticoides e
horménio tiroideano e é inibida pela insulina (KOTLER, 2000). Na caquexia, a
ativacao desta via pode ser desempenhada por mediadores humorais, tais como o
PIF e algumas citocinas (KOTLER, 2000; LOBERG et al., 2007).

O PIF, uma glicoproteina sulfatada produzida diretamente pelo tumor
(TODOROV et al., 1997), induz a protedlise no musculo esquelético por ativar a via
ubiquitina-proteassoma dependente de ATP e reduz a sintese protéica muscular,
como demonstrado no musculo gastrocnémio (TISDALE, 2000, 2001). A

administragdo de PIF em camundongos nao-portadores de tumor produziu um
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estado de caquexia, com rapida perda de peso, devido a deplecao seletiva de
massa magra (TISDALE, 1999, 2000).

A degradacéo de proteinas in vitro esta associada com significativa
elevagdo de PGE2, a qual pode atuar como mensageiro intracelular, porque a
atenuacdao do catabolismo protéico com um anticorpo monoclonal para o PIF
também inibiu a resposta da PGE2 (TISDALE, 2000). O PIF também parece ser
capaz de aumentar a expressdao do NF-xB (fator capaz de induzir a expressao de
genes envolvidos com a degradacgdo protéica) em cultura de células musculares,
elevando a protedlise (ARGILES et al., 2005).

Tem sido sugerido que citocinas, em particular o TNF-a (KOTLER,
2000; TISDALE, 2003), a IL-6 (TISDALE, 2003), a IL-1 (KOTLER, 2000; TISDALE,
2003) e o INF-y (ACHARYYA et al., 2004; TISDALE, 2003), podem estar associadas
a protedlise e apoptose no musculo esquelético (ARGILES et al., 2005). A
administracao in vivo de TNF-a aumentou a expressao do gene e a concentragao de
ubiquitina livre e conjugada em musculo esquelético de ratos (ARGILES et al., 2003;
SAINI et al., 2006).

O TNF-a liga-se aos receptores de superficie (TNFR1) e ativa o fator
de transcricdo NF-kB por uma cascata de eventos que resulta em degradagao do I-
kBa, proteina que inibe o NF-kB. Este processo depende da produg¢do mitocondrial,
induzida por TNF-a, de ROS que conduz a rapida degradacéo do I-«Ba e ativagao
da via ubiquitina. Esses eventos culminam na translocagdo do NF-«xB ao nucleo e
expressdo de genes envolvidos na indugdo da protedlise muscular (SAINI et al.,
2006).

Em conjunto com a massiva perda de proteina do musculo
esquelético, durante a caquexia do cancer, o DNA muscular € também reduzido por
fragmentacao, resultando em apoptose. Este fenbmeno pode estar associado com o
TNF-a, uma vez que esta citocina pode mimetizar a resposta apoptdtica em
musculos de animais saudaveis (ARGILES et al., 2005).

A IL-6 encurta a meia-vida de proteinas de vida longa e aumenta a
atividade do proteassoma 26S e das catepsinas B e B+L (TISDALE, 1999). Um
estudo mostrou que o tratamento com um anticorpo para a IL-6 reverteu com
sucesso 0s parametros-chave da caquexia em camundongos portadores de

adenocarcinoma de coélon, entretanto ha um estudo com musculo incubado de rato
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que ndo encontrou efeito direto da IL-6 na protedlise muscular (ARGILES et al.,
2003, 2005).

Embora sejam capazes de ativar a expressao do gene da ubiquitina,
nao ha estudos demonstrando a degradagéao protéica diretamente pela IL-1 ou pelo
IFN-y. Porém o tratamento de ratos com IL-1p demonstrou seu efeito sinérgico com
o TNF-a (TISDALE, 2003) e também uma regulacdo positiva na expressao das
ubiquitina ligases MuRF1 e MAFbx/atrogina-1 (COSTELI; BACCINO, 2003).
Adicionalmente, a utilizagdo de anticorpo monoclonal contra INF-y foi capaz de
reverter a degradagdo muscular associada ao crescimento do carcinoma pulmonar
de Lewis em camundongos (ARGILES et al., 2003, 2005, TISDALE, 2003).

Alguns tumores, como o Walker-256, sdo capazes de produzir
toxormonios que inibem a incorporagcdo de aminoacidos em proteinas miofibrilares. A
inibicdo da sintese protéica em musculo estriado, e também in vitro (cell-free), pelo
toxorménio é de particular significancia como causa direta da caquexia (RUBIN,
2003).

A perda de massa muscular é refletida nas concentragbes de
aminoacidos plasmaticos. A maioria dos estudos reporta um decréscimo de
aminoacidos neoglicogénicos em portadores de tumor, em contraste aos individuos
severamente mal-nutridos, onde as concentragdes de aminoacidos de cadeia
ramificada no plasma estdo normais ou até aumentadas (TISDALE, 2003).
Aminoacidos neoglicogénicos sdo aqueles cujo catabolismo origina piruvato ou um
dos intermediarios do ciclo de Krebs, importantes para a neoglicogénese e para a
sintese de glicogénio no figado e musculo dos animais (GUAITANI et al., 1982).

A célula tumoral é capaz de usar qualquer substrato como fonte
energética: glicose, lipideos, corpos cetdnicos e mesmo aminoacidos. A utilizacdo de
glicose e acidos graxos de cadeia longa diminui a taxa de utilizacdo de glutamina,
indicando que as células tumorais dao preferéncia aos primeiros substratos, se
presentes (MEDINA, 2001). Neoplasias altamente malignas se desenvolvem com
pouca vascularizagdo, portanto, altas taxas glicoliticas anaerdbica e glutaminoliticas
suprem essa falta de irrigagdo sanguinea, permitindo que o tumor sobreviva em
areas de hipoxia (MAZUREK et al., 1997).

A glutamina e a alanina sdo dois eficientes transportadores de
nitrogénio e de esqueleto carbénico entre os diferentes tecidos do organismo. O ion

amoénio é extremamente toxico a maioria das células, a menos que seja carreado por
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um aminoacido. A glutamina € o principal veiculo para o transporte de amdnia em
uma forma nao-toxica e a principal fonte de nitrogénio das células tumorais, ja que é
0 aminoacido mais abundante do corpo. Isso acarreta profundas mudangas no
metabolismo do hospedeiro, acomodando-o as necessidades crescentes de
glutamina pelo tumor (TISDALE, 2005). No tumor, a glutamina é utilizada como fonte
de energia, quando convertida a lactato (glutamindlise), ou para a sintese de novos
componentes nitrogenados, inclusive purinas e pirimidinas. Assim, o tumor produz
respostas especificas no metabolismo do nitrogénio, de modo que todo o organismo
do hospedeiro é mobilizado para que a taxa circulante de glutamina aumente
(MEDINA, 2001).

1.4 ALTERACOES NO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS NA CAQUEXIA ASSOCIADA AO

CANCER

O metabolismo de carboidratos € dependente do estado alimentar
do individuo. Com a menor ingestao alimentar, como durante a anorexia - definida
por perda do apetite e pela saciedade precoce, ocorrem inumeras mudangas
metabdlicas (CASPER, 1996; TISDALE, 2001).

A anorexia esta presente em mais da metade dos pacientes com
cancer e, de um modo geral, as citocinas parecem induzir anorexia por inibicado do
neuropeptideo Y (NPY), o mais potente estimulador do apetite (neuropeptideo
orexigénico) e/ou por estimulacdo do fator liberador de corticotrofina (CRF), um
neuropeptideo anorexigénico (INUI; MEGUID, 2003).

O TNF-a parece modular neurbnios sensiveis a glicose do nucleo
ventromedial e da area hipotalamica lateral provocando supressao da ingestéao
alimentar de maneira dose-dependente (RAMOS et al., 2004). A IL-1 induz anorexia
principalmente devido ao desenvolvimento de saciedade precoce, a qual tem sido
correlacionada com aumento da atividade serotoninérgica (RAMOS et al. 2004).
Com relacao a IL-6, seu mecanismo nao esta claro, mas estudos mostram melhora
de apetite e ganho de peso pela menor expressao desta citocina apds aplicagao de
corticosteréides ou antagonistas especificos, como anticorpo anti-(IL-6)

(MARTIGNONI et al., 2003). Também n&o se sabe o mecanismo pelo qual o IFN-y
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provoca anorexia. A administracdo de anti-(IFN-y) em ratos com sarcoma MCG
reduziu a anorexia e a perda de peso, e aumentou o tempo de sobrevida, mas o
efeito foi fugaz mesmo com reforco de anticorpo, mostrando que tal citocina nao
causa o estado de anorexia-caquexia isoladamente (NETO et al.,, 2001).
Adicionalmente, alguns horménios circulantes, que s&o conhecidos por terem efeitos
importantes na regulacdo da ingestdo alimentar e no peso corpéreo, tais como
leptina (anorexigénico) e grelina (orexigénico), parecem exercer alguma fungao
nesta sindrome. Entretanto, os papéis da leptina e da grelina na anorexia do cancer
sao pobremente definidos, e ainda podem variar dependendo dos diferentes estados
da doenga, agudo ou crénico (RAMOS et al., 2004).

Embora a anorexia provoque mudangas no metabolismo de
carboidratos e seja frequentemente associada a caquexia do cancer, outros fatores
contribuem para tais alteragdes, como, por exemplo, a atividade metabdlica do
préprio tumor (TISDALE, 2001).

A arquitetura dos tumores solidos possui importancia na
determinagdo dos substratos metabdlicos utilizados para a produgdo de energia.
Grandes tumores sélidos, como o Walker-256, de crescimento rapido e pouca
vascularizagéo, apresentam pobre suprimento sanguineo. Muitas regides tumorais
tornam-se hipdxicas e utilizam, preferencialmente, a via glicolitica anaerdbica para a
producao de energia (VICENTINO et al., 2002b).

Assim, nestes tipos de tumor, a glicose é a fonte primaria de energia
(TISDALE, 2000), e a quantidade requerida pelas células tumorais € cerca de quatro
a cinco vezes a das células normais (TIJERINA, 2004), estabelecendo-se um
mecanismo de competicdo por este substrato entre o tumor e os demais tecidos do
hospedeiro.

O aumento na captacgéo de glicose e de sua conversao para lactato
€ necessario para manter o nivel de ATP para sobrevivéncia e proliferagcdo continua
das células tumorais, e estes mecanismos sdo mediados pelo fator induzido por
hipoxia (HIF), um fator de transcrigdo capaz de estimular a expressédo de mais de 70
genes (BRAHIMI-HORN et al., 2007).

Sob estas condicbes de hipdxia, a rapida taxa de utilizacdo de
glicose pelas células tumorais juntamente com a anorexia resultam em hipoglicemia
no hospedeiro e elevagao da concentragao de lactato sanguineo, o qual é convertido

novamente a glicose no figado pela via da neoglicogénese, estabelecendo entre o
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tumor e o figado um ciclo futil, conhecido como ciclo de Cori (BONGAERTS et al.,
2006; PIFFAR et al., 2003).

O turnover da glicose pelo ciclo de Cori aumenta de 20%, em
individuos normais, para 50%, em individuos com caquexia neoplasica, sendo
responsavel pela eliminagdo de 60% do lactato produzido pelo tumor (TISDALE,
2000). A atividade aumentada do ciclo de Cori contribui para o aumento do gasto
energético na caquexia, visto que a neoglicogénese a partir do lactato utiliza seis
moléculas de ATP para cada conversido de lactato a glicose, e a oxidagao
anaerobica de glicose pelas células tumorais produz 4 ATPs, sendo entdo parte da
energia dissipada em forma de calor (BONGAERTS et al.,, 2006; MORLEY et al.,
2006; TISDALE, 2002).

A liberacdo hepatica de glicose estd aumentada em até 40% em
individuos com céancer (TAYEK, 1992), o que pode ser explicado pela elevada
neoglicogénese e pela acdo do LMF, o qual possui potencial de ativar a
glicogenolise em hepatécitos através de aumento no AMPc. O fluxo hepatico
aumentado de glicose para o sangue € necessario para suprir 0 requerimento de
energia do tumor e do hospedeiro portador do tumor (HIRAI et al., 1997).

Embora haja trabalhos demonstrando que em portadores de tumor
ha maior liberagao de glicose pela neoglicogénese hepatica, ha estudos de perfusao
de figado que evidenciaram diminui¢do da neoglicogénese, especialmente quando a
alanina foi o precursor neoglicogénico utilizado (KELMER-BRACHT et al., 2006).

A menor taxa neoglicogénica hepatica pode contribuir para a baixa
concentragdo de glicose plasmatica encontrada nos pacientes caquéticos com
cancer. Os mesmos apresentam hipoinsulinemia, bem como elevadas
concentragbes de glucagon, horménio do crescimento e cortisol plasmaticos
(BONGAERTS et al.,, 2006). As concentragdes de insulina plasmatica tém se
mostrado diminuidas em casos de hipoglicemia associada a alguns tipos de
tumores, como o Walker-256 (PIFFAR et al., 2003), e a taxa de secrecédo de insulina,
pelas ilhotas de Langerhans, em resposta ao estimulo glicose, se mostra baixa em
ratos portadores de tumor Walker-256 (FERNANDES et al., 1990).

Resisténcia insulinica tem sido observada em animais portadores de
caquexia/cancer. A menor atividade da LPL das células endoteliais, em ratos
portadores de sarcoma MCA, pode ser decorrente da resisténcia a insulina

(NOGUCHI et al., 1996). Em células adiposas de ratos com sarcoma MCA ha
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decréscimo na quantidade total de GLUT4 no estado basal e na translocacédo de
GLUT4 em resposta ao estimulo insulinico (YOSHIKAWA et al., 1997). A resisténcia
insulinica nestas células pode ser causada pela inibicdo da fosforilacdo da tirosina
do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) (YOSHIKAWA et al., 1999).

Em humanos portadores de carcinoma e caquéticos, a intolerancia a
glicose e a resposta anormal a insulina parecem ser a mesma de animais, indicando
decréscimo da fungdo hepatica e resisténcia a insulina (ROFE et al., 1994; TAYEK,
1992).

Algumas citocinas podem atuar diretamente no metabolismo de
carboidratos de individuos caquéticos, como o TNF-a, que € capaz de promover
resisténcia a insulina em hepatécitos (HOTAMISLIGIL, 1999; TORISU et al., 2007),
células adiposas (HOTAMISLIGIL, 1999; MLINAR et al., 2007; PATIAG et al., 2000;
YOSHIKAWA et al., 1999; WARNE, 2003) e musculo esquelético (PLOMGAARD et
al., 2005).

A infusdo in vivo de TNF-a em humanos saudaveis reduziu a acao
estimulatdria da insulina no IRS-1, por aumentar a fosforilagdo do residuo de serina
e diminuir a fosforilagdo da tirosina em musculo esquelético, além de reduzir a
fosforilagdo da proteina quinase B (PKB ou AKT), o que pode prover um mecanismo
de resisténcia insulinica na captagao de glicose, porque a translocagéo do GLUT4 é
dependente, dentre outros, da fosforilagdo da PKB (PLOMGAARD et al., 2005). A
PKB €é uma quinase especifica para serinas/treoninas que se encontra
provavelmente inativa nas células na auséncia de estimulo insulinico, tornando-se
ativa apdés sua fosforilagdo e assim regulando a sinalizagdo da insulina, o
metabolismo da glicose bem como o crescimento, o ciclo e a proliferagdo celular
(DOWNWARD, 1998).

Outros achados indicam que o receptor de insulina seja modificado
ou o proprio TNF-a promova a producédo de um inibidor para o receptor de insulina,
atenuando a captagdo de glicose (HOTAMISLIGIL, 1999). Além dos receptores
transmembranas, ha duas proteinas receptoras soltveis para o TNF-a (BULLO-
BONET et al.,, 1999), as quais estdo em maior concentragcdo em pacientes com
cancer (ELSASSER-BEILE et al., 1994). Embora n&o esteja completamente
elucidado, € possivel que o TNF-a exerca as respostas citotdxicas e as alteracdes
metabdlicas quando ligado a um desses receptores (PATIAG et al., 2000). O TNF-a

pode exercer os seus efeitos de forma autdcrina ou paracrina, quando em baixa
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concentracdo, ou de maneira endodcrina, quando liberado no sangue em maior
concentragdo (BULLO-BONET et al., 1999).

A interleucina-6 (IL-6) é outra citocina implicada na resisténcia a
insulina durante a caquexia (TISDALE, 1997) e esta correlacionada ao aumento da
concentracao circulante de TNF-a, visto que o TNF-a induz a producgao da IL-6, que,
por sua vez, inibe a expressdo do gene do TNF-a (LANGSTEIN; NORTON, 1991;
NETO et al., 2001).

A IL-6 induz, in vivo e in vitro, a expressao da proteina supressora
da sinalizagao de citocinas-3 (SOCS-3) hepatica, capaz de inibir a sinalizagdo do
receptor de insulina, promovendo resisténcia a insulina (SENN et al., 2003) e ainda
funciona como uma E3 ubiquitina-ligase (principal enzima da cascata de
ubiquitinagdo da via proteolitica ubiquitina-proteassoma, conhecida também como
atrogina-1) para IRS-1 (TORISU et al., 2007). A SOCS-3 associa-se com o receptor
de insulina, suprimindo a sua autofosforilagao, a fosforilagdo da tirosina do IRS-1, a
associagdao do IRS-1 com a subunidade p85 da proteina quinase-3 (PI3K) e a
ativacado da PKB (SENN et al., 2003; TORISU et al., 2007).

Em resumo, os dados da literatura demonstram que na caquexia por
cancer ha alteragbes complexas e profundas no metabolismo de lipideos, proteinas
e carboidratos. Entretanto, ndo ha estudos caracterizando parametros plasmaticos e
hepaticos das alteragdes metabdlicas ao longo do periodo de desenvolvimento da
caquexia/cancer, particularmente em ratos portadores do tumor Walker-256. A
neoglicogénese hepatica € outra questado obscura na caquexia associada ao cancer,
especialmente no modelo Walker-256. Diante disto, seguem-se os objetivos do

presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis alteracbes metabdlicas em parametros plasmaticos e

hepaticos na caquexia induzida por tumor Walker-256.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a caquexia ao longo do desenvolvimento do tumor Walker-256
em ratos e avaliar a ingestdo alimentar e a massa do musculo gastrocnémio

no dias 5, 8, 11 e 14 apds a inoculagao das células tumorais.

e Avaliar o perfil lipidico (colesterol, triacilglicer6is e acidos graxos livres) e a
concentracao de precursores neoglicogénicos (glicerol e lactato) plasmaticos,
bem como a uremia, glicemia e o conteudo de glicogénio hepatico em ratos
portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8°, 11° e 14° dias apds a inoculagdo

das células tumorais.

e Avaliar em estudos de perfusdo de figado, no 12° dia apds a inoculagéo das
células tumorais, a neoglicogénese e o consumo de oxigénio a partir de varios

precursores de glicose (L-alanina, piruvato, L-lactato e glicerol).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

Os sais do liquido de perfuséo, os precursores neoglicogénicos e 0s
demais reagentes foram adquiridos da SIGMA, MERCK, REAGEN, J.T. Backer,

Mallinckrodt, Nuclear ou CAQ — Casa Quimica.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos adultos, da linhagem Wistar, pesando
entre 220 e 230 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina e mantidos em gaiolas coletivas no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas, a uma temperatura de 23+2°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas, livre
acesso a agua e alimentados com ragao Nuvilab® para roedores. Os experimentos,
cujos protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Estadual de Londrina, foram sempre iniciados no mesmo horario
para minimizar variagdes circadianas.

Nos experimentos para caracterizagdo da caquexia ou para
avaliacdo das alteragbes metabdlicas plasmaticas e do conteudo de glicogénio

hepatico foram utilizados de 5 a 20 animais por grupo, nos seguintes grupos:

e Grupo Walker-256 (WK): ratos portadores de tumor Walker-256 alimentados
a vontade, os quais foram subdivididos em 4 subgrupos — 5°, 8°, 11° e 14°
dias apos a inoculagao das células tumorais;

e Grupo Controle Pair Fed: ratos sem tumor que receberam diariamente a
mesma quantidade de racao (alimentagéo reduzida) que ingerem os animais
do grupo tumor, os quais foram subdivididos em 4 subgrupos — 5°, 8°, 11° e

14° dias apoés a inoculagédo de PBS (salina tamponada com fosfato);
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e Grupo Controle: ratos sem tumor (inoculagdo de PBS), alimentados a

vontade.

Nos experimentos para avaliagdo da neoglicogénese e do consumo
de oxigénio hepaticos foram utilizados de 4 a 12 animais por grupo, nos seguintes

grupos:

e Grupo Controle: ratos sem tumor (inoculagédo de PBS), com 24 horas de
privacao alimentar;

e Grupo Walker-256 (WK): ratos portadores de tumor Walker-256, no 12° dia
ap6s a inoculacdo das células tumorais, com 24 horas de privagao

alimentar.

3.3 IMPLANTAGAO DO TUMOR WALKER-256

Células Walker-256, cedidas pelo Laboratério de Metabolismo
Hepatico da Universidade Estadual de Maringa (UEM), foram mantidas através de
passagens semanais por inoculagdo asséptica intraperitoneal de 1,0 ou 2,0x10°
células/animal. Apds 7 dias de crescimento ascitico, os animais anestesiados com
éter etilico foram eutanasiados por deslocamento cervical e o exsudato peritoneal foi
retirado e submetido a centrifugagédo diferencial a 4°C para obtengdo das células
tumorais. As células foram ressuspensas em PBS (tamp&o fosfato 16,5 mM,
contento NaCl 137 mM e KCI 2,7 mM), pH 7,4, e sua viabilidade avaliada pelo
meétodo de exclusao do azul de tripan em camara de Neubauer.

Os ratos do grupo tumor foram inoculados com 8,0x10” células
tumorais viaveis/animal, subcutaneamente, no flanco direito traseiro. Para os grupos
pair fed e demais controles foi inoculado PBS no mesmo local. Para estes

procedimentos os animais foram previamente anestesiados com éter etilico.
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3.4 EXPERIMENTOS PARA CARACTERIZACAO DA CAQUEXIA EM RATOS PORTADORES DE

TUMOR WALKER-256 E AVALIACAO DE PARAMETROS RELACIONADOS

No dia antecedente ao 5°, 8° 11° ou 14° dias apds a inoculagéo das
células tumorais (grupo WK) ou PBS (grupo controle), os animais foram alojados em
gaiolas metabdlicas individuais, contendo 40 g de ragdo e agua a vontade, para a
analise de ingestdo alimentar. Apos 24 horas, a sobra da ragdo foi pesada e
subtraida da quantidade ofertada inicialmente, para o calculo da quantidade diaria
ingerida por 100 gramas de peso corporal (g%). Baseado nas médias de ingestédo
alimentar foi realizado o grupo controle pair fed.

Em seguida, os animais foram pesados, anestesiados com éter
etilico e eutanasiados por deslocamento cervical. Logo apds, a massa tumoral total
(tumor do flanco e metastases) foi cuidadosamente dissecada e pesada para o
calculo da % de perda de massa corporea de acordo com a equagao abaixo. Os
animais foram considerados caquéticos quando apresentaram perda de massa

corpérea proxima ou maior que 10%.

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

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.

Assim como a massa tumoral, o musculo gastrocnémio também foi
cuidadosamente dissecado e pesado. A massa obtida em g foi submetida ao calculo

abaixo para expressdao em g%:

mmgc= _mma _ x 100
mfe-mt
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Onde:

mmgc = massa do musculo gastrocnémio em g%;

mmg = massa do musculo gastrocnémio em g da pata contralateral a inoculada;
mfe = massa corpoérea final do animal com tumor;

mt = massa do tumor.

3.5 EXPERIMENTOS PARA AVALIACAO DAS ALTERACOES METABOLICAS PLASMATICAS E DO

CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO

Nos dias 5, 8, 11 e 14 apds a inoculagdo das células tumorais (grupo
WK) ou PBS (grupos controle pair fed e controle), os animais foram pesados e
submetidos a decapitacdo para coleta de sangue. O figado foi imediatamente
retirado e congelado para posterior quantificagdo do conteudo de glicogénio. As
amostras de sangue foram rapidamente centrifugadas e os plasmas armazenados
em freezer para posterior determinagcdo das concentragdes de colesterol total,

triacilglicerois, acidos graxos livres, glicerol, lactato, uréia e glicose.

3.6 EXPERIMENTOS DE PERFUSAO DE FIGADO IN SITU PARA AVALIAGAO DA

NEOGLICOGENESE E DO CONSUMO DE OXIGENIO HEPATICOS

No 12° dia apods a inoculagdo das células tumorais (grupo WK) ou
PBS (grupo controle), os animais foram pesados e submetidos a técnica de perfusao
de figado in situ, introduzida no Brasil por Kelmer-Bracht et al (1984).

O sistema para a perfusédo de figado é basicamente composto por:
reservatorios para o liquido de perfusdao, uma bomba peristaltica e um oxigenador de
membrana, acoplados a um banho-maria com bomba de circulagao externa de agua

aquecida e um cilindro com mistura carbogénica (O2/C0O2=95/5%).
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O oxigenador de membrana é formado por um cilindro duplo de
aluminio, ao redor do qual estao enrolados tubos de silicone de parede fina (0,25
mm), com didmetro interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A cadmara
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 proporcdes de 95:5. O sistema ainda
contém um dispositivo que impede a entrada de bolhas de ar no figado (capta-
bolhas).

O liquido de perfusdo utilizado foi o tampao Krebs/Henseleit-
bicarbonato (KH) (KREBS; HENSELEIT apud KELMER-BRACHT, 1993) modificado
por Souza (1999). No sistema de perfusao o liquido de perfusédo é impulsionado pela
bomba peristaltica em direcdo ao oxigenador de membrana. Neste local se
processam as trocas gasosas. O O, e o CO, contidos na atmosfera carbogénica
(95% O3/ 5% COy), por troca passiva, passam para o liquido de perfusao que circula
no interior dos tubos de silicone. A fina espessura da parede destes tubos, seu
pequeno didmetro e o seu comprimento total (grande area de secgéo transversa)
favorecem as trocas. Com os fluxos normalmente utilizados (nunca acima de 45 mL
por minuto), o tempo de permanéncia do liquido no oxigenador de membrana é de
aproximadamente 1 minuto, e a saturagdo, proxima a 99%. Desse modo, o liquido
saturado de ar (21% de Oz, 78% de N2 além de outros), por troca passiva, satura-se
com 95% de O, e 5% de CO,. A entrada de COz no liquido de perfusdo 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 a ser inserida na veia porta.

Para a perfusdao do figado, os animais controles e portadores do
tumor Walker-256 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, com exposi¢cao do figado e dos
demais 6rgaos. Ligaduras frouxas foram colocadas ao redor da veia cava inferior,
logo acima da veia renal direita, e ao redor da veia porta. Em seguida a veia porta foi
canulada sob baixo fluxo, aproximadamente 10 mL/minuto e, imediatamente apés a
canulagdo, os vasos abdominais abaixo do figado foram seccionados para que

houvesse completo dessangramento deste 6rgao. Esta incisdo da vazao ao liquido
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extra que é bombeado para o sistema circulatério, evitando o aumento excessivo de
pressdao no figado. Logo apds, o fluxo foi elevado para garantir a oxigenagao
hepatica, e a ligadura em torno da veia porta foi amarrada para fixagado da céanula. O
térax foi aberto para exposigdo completa do figado, e a veia cava inferior, acima do
diafragma, foi ocluida para desviar o liquido, que deixa o figado através da veia
hepatica, para a veia cava inferior, abaixo do figado. Posteriormente, a veia cava
inferior (por¢do infra-hepatica) foi canulada e a extremidade livre da canula foi
conectada a uma camara de acrilico onde estava posicionado o eletrodo de Clark
para registro da concentragcédo de oxigénio no liquido efluente (perfusado).

Logo apés, o fluxo através do figado foi ajustado para valores que
permitissem sua oxigenagédo adequada (aproximadamente 4 mL.min'1.g'1 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 perfuséo.

A perfuséao do figado foi, portanto, realizada em sistema aberto (néo-
recirculante), sendo o direcionamento do fluxo no sentido do hepatdcito periportal
para o hepatdcito perivenoso (perfusdo monovascular anterégrada).

Apos os 20 minutos iniciais de perfusao, para a estabilizacdo do
consumo de oxigénio, o liquido efluente do figado, depois de passar pelo eletrodo de
oxigénio, foi coletado em intervalos de 2 minutos para determinagdo da
concentragao de glicose, lactato, piruvato ou uréia. Durante este periodo a perfusédo
do figado dos animais controles e portadores de tumor Walker-256 foi realizada por

um dos seguintes modos:

0-10 min 10-40 min 40-60 min

KH + piruvato 5 mM, L-lactato 2 mM, L-lactato 8 mM KH

KH ou glicerol 2 mM

KH KH + L-alanina 2,5 mM

*KH= Krebs-Henseleit

Ao término do experimento, o figado foi retirado e pesado para que a
producdo de glicose, lactato, piruvato ou uréia por grama de figado (umol.min™.g™")

pudesse ser quantificada. A expresséo dos resultados em relagdo ao peso do 6rgao
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permite comparagdes de experimentos nos quais foram empregados figados com
diferentes pesos.
Finalmente, o tumor foi cuidadosamente dissecado e pesado para

confirmacéo do estado caquético, pela equacgao descrita anteriormente.

3.7 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

3.7.1 Determinagéo da concentragéo de colesterol total

A concentracdo de colesterol total no plasma foi determinada por
método enzimatico, conforme descrito por Tietz (1995), onde os ésteres de
colesterol sdo clivados a colesterol e acidos graxos pela colesterol-esterase (CE). O
colesterol resultante € oxidado enzimaticamente pela colesterol-oxidase (CO) a
peréxido de hidrogénio e colest-4-en-3-ona. O perodxido de hidrogénio, em presenca
da peroxidase (POD), produz a ligacao oxidativa do fenol com a 4-aminoantipirina (4-
AAP) e da origem a um cromogeno com maximo de absor¢gdo no comprimento de
onda de 505 nm.

ésteres de colesterol —E.colesterol + 4cidos graxos

€O, colest-4-en-3-ona + H,0,

2H,0; + 4-AAP + fenol—F°2 . quinoneimina + 4 H,0

colesterol + O,

3.7.2 Determinacao da concentracao de triacilglicerdis

A concentragao de triacilgliceréis no plasma foi determinada por método
enzimatico baseado na reagdo de Trinder (1969). Neste método, os triacilgliceroéis
sdo convertidos pela lipase a glicerol e acidos graxos, o glicerol a glicerol-1-fosfato
pela glicerolquinase e o glicerol-1-fostato resultante € oxidado enzimaticamente pela

glicerol-1-fosfato oxidase (GPO) a peroxido de hidrogénio e di-hidroxiacetona
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fosfato. O peréxido de hidrogénio, em presenca da peroxidase (POD), produz a
ligacdo oxidativa do 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonato (DHBS) com a 4-
aminoantipirina (4-AAP) e da origem a um cromogeno com o maximo de absor¢ao

no comprimento de onda de 505 nm.

lipase

triglicérides ———glicerol + acidos graxos

glicerolquinase

glicerol + ATP » glicerol-1-fosfato + ADP

GPO

glicerol-1-fosfato + O
2H,0; + 4-AAP + DHBS—F92,»  guinoneimina + 2 H,O

di-hidroxiacetona fosfato + H,O»

3.7.3 Determinacao da concentracéo de acidos graxos livres

Os acidos graxos livres foram determinados pelo método de Falholt
et al. (1973). Neste método os acidos graxos livres sdo extraidos do plasma por
meio de solugado extratora (cloroférmio-heptano-metanol e tampéo fosfato). Os
acidos graxos reagem com o reativo de cor (difenilcarbazida + difenilcarbazona em
etanol) dando origem a um cromogeno que se quantifica espectrofotometricamente a
550 nm.

acido graxo livre + difenilcarbazida ———eomposto colorido

3.7.4 Determinagao da concentragéo de glicerol

O (glicerol plasmatico foi quantificado por “kit” enzimatico especifico
para dosagem de triacilglicerdis, utilizando-se 0 mesmo procedimento de
determinacdo dos triacilglicerois, descrito anteriormente, exceto que a lipase, a
enzima que cliva os triacilgliceréis da amostra em glicerol e acidos graxos nao foi

adicionada ao ensaio. As reagdes a seguir resumem o procedimento:

triglicérides —M—»gllcerol + acidos graxos
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glicerolquinase

glicerol endégeno + ATP »glicerol-1-fosfato + ADP

G

glicerol-1-fosfato + O, —222— di-hidroxiacetona fosfato + H,0:
2H,0; + 4-AAP + DHBS—F°2,  quinoneimina + 2 H,O

3.7.5 Determinacao da concentracdo de lactato

O lactato plasmatico e do perfusado foi quantificado por método
enzimatico, segundo a técnica de Gutmann e Wahlefeld (1974). Neste método, o L-
lactato é oxidado a piruvato pelo NAD® em uma reacdo catalisada pela lactato-
desidrogenase (LDH), conforme esquematizado a seguir. A formagdao de NADH é
proporcional a concentracado de L-lactato e medida espectrofotometricamente a 340

nm.

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

3.7.6 Determinacao da concentracdo de piruvato

A concentracao de piruvato no perfusado foi quantificada por método
enzimatico, de acordo com técnica de Czok e Lamprecht (1974). Nesse método, o
piruvato é convertido enzimaticamente em L-lactato, com oxidacdo de quantidades
estequiométricas de NADH, em uma reacido catalisada pela LDH, que pode ser
observada abaixo. A oxidacdo de NADH é proporcional a quantidade de piruvato

convertido e medida espectrofotometricamente a 340 nm.

piruvato + NADH + H* 2" | [ -lactato + NAD"
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3.7.7 Determinacédo da concentragdo de uréia

As concentragcbes de uréia no plasma e no perfusado foram
determinadas por método enzimatico, de acordo com a técnica de Gutmann &
Bergmeyer (1974), no qual a uréia é hidrolisada pela urease a amdbnia e gas
carbbnico. A amdnia reage em pH alcalino com hipoclorito de sédio e fenol, sob agéo
catalisadora do nitroprussiato de sédio, para formar azul de indofenol, como segue
adiante. A concentragcao de azul de indofenol é proporcional a concentracido de uréia

na amostra e é medida espectrofotometricamente a 600 nm.

uréia + HLO——=22, 2NH; + CO,

2NH3; + 2NaCIG——— 2NH,CI + 2NaOH

2NH,CI + 2 fenol + 2NaOH— 2-p-aminofenol + 2NaCl + 2H,0
2-p-aminofenol + 2 fenol + O, — = indofenol + 2 H,0O

3.7.8 Determinagéo da concentragédo de glicose

As concentragbes de glicose no plasma e no perfusado foram
medidas pelo método da glicose-oxidase (BERGMEYER; BERNT, 1974). Neste
método, a glicose € oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidase (GOD) a acido
glucénico e perdxido de hidrogénio (H202). O H20,, em presenca de peroxidase
(POD), produz a ligagao oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e da
origem a um cromégeno com maximo de absor¢do em 505 nm de comprimento de

onda. O esquema a seguir resume estas reagodes:

- GOD . . A
glicose + O, + HLO — acido glucénico + HO»

2H,0, + 4-AF + fenol _POD, 4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + H,O
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3.7.9 Determinacado da concentragao de glicogénio hepético

O glicogénio hepatico foi quantificado pelo método da antrona,
segundo a técnica de Hassid e Abraham (1957). Nesse método residuos de glicose
liberados pela hidrdlise acida do glicogénio (acido sulfurico) reagem com a antrona e
dao origem a um composto colorido que se quantifica espectrofotometricamente a
620 nm.

glicogénio + H,SO4 residuos de glicose

glicose + antrona ————composto colorido

3.7.10 Determinacdo do consumo de oxigénio hepético

O consumo de oxigénio pelo figado foi calculado a partir da seguinte

equacao:

Consumo de O,= [0, porta] - [O2 cava] x _ Fluxo (umol/min.g)
Peso figado

Onde:

[O2 porta] = concentracado de oxigénio que entra no figado, ou seja, aquela presente
no liquido de perfuséo (860 uM), quando saturado com 95% de oxigénio da mistura

carbogénica.

[O, cava] = concentragdo de oxigénio que deixa o figado, ou seja, aquela presente
no liquido de perfusdo efluente, apdés passar pelo figado. A concentragdo de
oxigénio no perfusado efluente foi medida polarograficamente através de um
eletrodo de oxigénio (eletrodo de Clark ou oximetro), durante todo o periodo de

perfusdo.
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3.8 PROCEDIMENTOS ESTATISTICOS

Os experimentos foram realizados de forma inteiramente
casualizada e todos os dados obtidos foram testados quanto a distribuicdo normal
(testes de Shapiro-Wilk e Lilliefors) e a homogeneidade das variancias (testes de
Levene e Brown Forsythe). Na constatacdo de que foram satisfeitas as condigdes
para aplicacao dos testes estatisticos paramétricos de comparagcao de médias, as
seguintes analises estatisticas foram realizadas:

a) os dados das analises plasmaticas de colesterol total,
triacilglicerois, acidos graxos livres, glicerol e glicemia e também o conteudo de
glicogénio hepatico, por terem apresentado as devidas caracteristicas de
independéncia, foram comparados por Analise de Variancia Unidimensional
(ANOVA), seguida por teste de Newman-Keuls;

b) as diferengas entre as areas sob as curvas (AUCs) na perfusao
de figado foram avaliadas pelo teste t de Student para amostras independentes. As
AUCs foram calculadas, no intervalo de tempo onde o figado foi submetido a
perfusdao com o precursor neoglicogénico (L-alanina, piruvato, L-lactato ou glicerol).

Nos conjuntos de dados em que nao foram observadas distribuigdo
normal e, principalmente, homogeneidade das variancias, testes estatisticos n&o-
paramétricos foram adotados. Para avaliacdo dos resultados de massa do musculo
gastrocnémio, ingestao alimentar e concentragdes de uréia e lactato plasmaticos, os
quais conferem mais de dois tratamentos e caracterizados como independentes, foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunn.

Os resultados foram expressos como média dos resultados + erro
padrdao da média. Todos as analises foram realizadas utilizando-se os programas
STATISTICA 6.0 e GRAPHPAD PRISM 4.0, adotando-se nivel de significancia de
5% (p<0,05).
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Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA CAQUEXIA EM RATOS PORTADORES DE TUMOR WALKER-256 E

ANALISE DE PARAMETROS RELACIONADOS

A tabela 1 ilustra os valores das massas tumorais nos 5°, 8°, 11° e
14° dias apds a inoculagdo das células Walker-256. Como pode ser observado,
houve aumento progressivo na massa tumoral do flanco e das metastases, que
alcangaram valores proximos a 24 g e 12 g respectivamente no 14° dia de tumor.
Metastases foram encontradas principalmente em linfonodos lombares, na cavidade
abdominal e nddulos toracicos. A massa tumoral total, que corresponde a soma das
massas do flanco e das metastases, foi de aproximadamente 36 g no 14° dia de
tumor, representando uma fragéo consideravel (cerca de 16%) do peso do animal.

Os animais portadores do tumor Walker-256 apresentaram perda
progressiva de massa corporea ao longo do desenvolvimento do tumor, que pode
ser correlacionada com o crescimento da massa tumoral total (tabela 1). No 5° dia
apos a inoculagdo das células tumorais, a perda de massa corporea foi de
aproximadamente 10%, o que caracteriza a presenga da caquexia ja no inicio do
desenvolvimento tumoral. No 14° dia, a perda de massa corpérea foi de
25,66+1,25%, um valor bastante acentuado.

A tabela 1 também demonstra que houve reducdo na massa do
musculo gastrocnémio e na ingestao alimentar nos animais portadores de tumor no
11° e 14° dias, em comparagdo com animais controles. A reducdo da ingestao
alimentar foi de 32% no 11° dia e de 31% no 14° dia, caracterizando a presenca da

anorexia nestes animais.
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Tabela 1 — Caracterizagdo da caquexia em ratos portadores de tumor Walker-256 e
andlise de parametros relacionados. Massas tumorais do flanco, das
metastases e total, percentagem de perda de massa corpdrea, massa do
musculo gastrocnémio e ingestdo alimentar diaria em ratos controle
alimentados e portadores de tumor Walker-256 (WK) nos dias 5, 8, 11 e 14
apos inoculacéo das células tumorais.

Controle  WK-5 WK-8 WK-11 WK-14

Massa tumoral flanco (g) 6,66+0,49 10,20+1,03 16,04+1,48 24,13+1,60
Massa tumoral metastases

@) 0,05+0,03 1,75£0,34  3,08+1,26 12,47+1,57

Massa tumoral total (g) 6714049  11,95+127 19124243  36,12+2,27
zz)rda de massa corpérea 8,93+1,08 9324120 13,93+1,67  25,66+1.25
?gi‘/j)sa do gastrocnémio 0,59+0,01 0,57+0,01 0,57+0,01  0,53+0,02*  0,52+0,02**

Ingestao alimentar/24 h (g%) 8,30+0,24 7,73+0,61 8,80+0,24 5,59+0,40** 5,73+0,57**

Valores representam a média + erro padrdo da média, n= 13 a 20. *p<0,05 e **p<0,01 versus controle
(ANOVA One-Way, seguido por Newman-Keuls).

4.2 AVALIACAO DOS LIPIDEOS PLASMATICOS

Como pode ser observado na figura 1, ndo houve mudangas nas
concentragbes plasmaticas de colesterol total dos grupos WK e controle pair fed
para todos os dias analisados quando comparadas ao grupo alimentado, porém
observou-se diminuicdo a partir do 11° dia apds a inoculacado das células tumorais

em relagao ao grupo controle pair fed correspondente.
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Figura 1 — Concentrac@es de colesterol plasmatico de ratos controle, controle pair fed
e portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8°, 11° e 14° dias ap0s a inoculagao
das células tumorais. Cada barra representa a média + erro padrdo da média
de 10 a 16 experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguida
de Newman-Keuls. ¥p<0,05 e #*##p<0,001 versus controle pair fed.

As concentragdes plasmaticas de triacilgliceréis em ratos portadores
de tumor Walker-256 aumentaram a partir do 8° dia quando comparada ao grupo
controle e também a partir do 5° dia em relagédo ao grupo controle pair fed. Em
contraste, os animais controle pair fed mostraram redugdo, em todos os dias
analisados, nos triacilglicerdis plasmaticos em relagcédo ao grupo controle (figura 2). O
aumento nos triacilgliceréis foi de 119% no 8° dia, 152% no 11° dia e 147% no 14°

dia de tumor em relagéo ao controle.



50

270
] I Controle

240- 1 Controle Pair fed

1 T wk

210+ kk

**k
i #it# e

180_' %%k T T

Hit#
] T
150

120
90 .
i T
60

1 **

Triacilglicerdis plasmatico (mg/dL)

30- xx
] pkaky %% %

0

50dia 8°dia 1l1°dia 14°dia
Figura 2 — Concentracdes de triacilglicerdis plasmatico de ratos controle, controle pair
fed e portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8° 11° e 14° dias ap0s a
inoculagdo das células tumorais. Cada barra representa a média *+ erro

padrdo da média de 9 a 16 experimentos. Resultados analisados por ANOVA
One-Way seguida de Newman-Keuls. **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle,

#p<0,05 e * **p<0,001 versus controle pair fed.

Os animais portadores de tumor Walker-256 apresentaram aumento
nas concentragdes de acidos graxos livres plasmatico apenas no 14° dia comparado
ao controle, cerca de 78%, porém houve aumento nos acidos graxos livres ja no 11°
dia de tumor em relagao ao controle pair fed. Ndo houve alteracdo dos acidos graxos

livres plasmatico entre os grupos controle pair fed e controle (figura 3).
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Figura 3 — Concentracbes de acidos graxos livres plasméatico de ratos controle,
controle pair fed e portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8°, 11° e 14° dias
apo6s a inoculagcao das células tumorais. Cada barra representa a média +
erro padrdao da média de 9 a 15 experimentos. Resultados analisados por
ANOVA One-Way seguida de Newman-Keuls. ***p<0,001 versus controle,
#*p<0,05 e ###p<0,001 versus controle pair fed.

4.3 AVALIAGAO DE PRECURSORES NEOGLICOGENICOS PLASMATICOS

As concentragdes de glicerol no plasma mantiveram-se inalteradas
ao longo do desenvolvimento do tumor e no grupo controle pair fed em relagado ao
controle. Somente no 14° dia houve aumento de glicerol plasmatico em relagdo ao

grupo controle pair fed correspondente (figura 4).
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Figura 4 — Concentracfes de glicerol plasmético de ratos controle, controle pair fed e
portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8°, 11° e 14° dias apds a inoculacado
das células tumorais. Cada barra representa a média + erro padréao da média
de 8 a 15 experimentos. Resultados analisados por ANOVA One-Way seguida de
Newman-Keuls. *#p<0,01 versus controle pair fed.

No que se refere ao lactato plasmatico, houve aumento progressivo
de sua concentracao a partir do 8° dia de desenvolvimento tumoral tanto em relagao
ao grupo controle como em relagao ao grupo controle pair fed correspondente (figura
5), e nenhuma alteracao foi observada no grupo controle pair fed quando comparada
ao controle. O aumento no lactato foi de 128%, 218% e 282% respectivamente no

8°, 11° e 14° dias de tumor em relagdo ao grupo controle.
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Figura 5 — Concentrac8es de lactato plasmético de ratos controle, controle pair fed e
portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8°, 11° e 14° dias apds a inoculacédo
das células tumorais. Cada barra representa a média + erro padréao da média
de 10 a 13 experimentos. Resultados analisados por Kruskal Wallis seguido por
teste de Dunn. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle, * * *p<0,001

versus controle pair fed.

4.4 AVALIACAO DA UREMIA

Houve aumento significativo (231%) da concentragdo de uréia
plasmatica somente no 14° dia apds a inoculagado das células Walker-256, embora
haja tendéncia de aumento ao longo do desenvolvimento tumoral (5°, 8° e 11° dias)
em relagdo ao grupo controle. Este indicativo € apoiado pela elevagao da uréia
plasmatica nos portadores de tumor desde o 8° dia em relagdo ao grupo controle

pair fed correspondente (figura 6), entretanto, ndo ha diferengcas entre as
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concentragcdes de uréia plasmatica entre animais dos grupos controle pair fed e

controle.
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Figura 6 — Concentragfes de uréia plasmatica de ratos controle, controle pair fed e
portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8°, 11° e 14° dias ap6s a inoculagédo
das células tumorais. Cada barra representa a média + erro padrdo da média
de 9 a 15 experimentos. Resultados analisados por Kruskal Wallis seguido por
teste de Dunn. **p<0,01 versus controle, *#p<0,01 e *##p<0,001 versus controle
pair fed.

4.5 AVALIACAO DA GLICEMIA

Desde as fases iniciais de desenvolvimento da caquexia, e também
no grupo controle pair fed, as glicemias reduziram em relacdo ao grupo controle,
alcangando redugao de 56% no 14° dia de tumor. A queda glicémica nos portadores

de tumor teve nivel de significancia maior que o controle pair fed correspondente a
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partir do 8° dia, apresentando-se diminuida, em aproximadamente 41%, em relagédo

a este no 14° dia apds inoculagao das células Walker-256 (figura 7).
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Figura 7 — Glicemia de ratos controle, controle pair fed e portadores de tumor Walker-
256 no 5°, 8°, 11° e 14° dias apOs a inoculagdo das células tumorais. Cada
barra representa a média + erro padrdao da média de 9 a 15 experimentos.
Resultados analisados por ANOVA One-Way seguida de Newman-Keuls.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle, *#*#p<0,001 versus controle pair
fed.

4.6 AVALIACAO DO CONTEUDO DE GLICOGENIO HEPATICO

Os animais do grupo tumor apresentaram menor conteudo de
glicogénio hepatico em relagdo ao grupo controle, exceto no 8° dia, ainda que este
apresente tendéncia de redugdo, atingindo diminuicdo de 94% do conteudo de
glicogénio no 14° dia de tumor. Os animais do grupo controle pair fed mostraram

reducao do glicogénio hepatico a partir do 11° dia da restricdo de ingestao alimentar,
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embora a tendéncia apareca desde ao 5° dia. Nao houve diferenca entre o conteudo
de glicogénio do grupo tumor e controle pair fed para todos os dias analisados

(figura 8).
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Figura 8 — Percentagem de conteudo de glicogénio hepético em relagéo ao controle de
ratos controle pair fed e portadores de tumor Walker-256 no 5°, 8°, 11° e
14° dias ap6s a inoculacdo das células tumorais. Cada barra representa a
média + erro padrao da média de 5 a 20 experimentos. Resultados analisados
por Kruskal Wallis seguido por teste de Dunn. *p<0,05 e ***p<0,001 versus
controle.

4.7 AVALIACAO DA NEOGLICOGENESE E DO CONSUMO DE OXIGENIO HEPATICOS A PARTIR DE

VARIOS PRECURSORES DE GLICOSE

A neoglicogénese e o consumo de oxigénio dos animais no 12° dia
de desenvolvimento do tumor Walker-256 e dos animais do grupo controle, sem
tumor, ambos com 24 horas de privagdo alimentar, foram avaliados em figados

submetidos a perfusdo com os seguintes substratos neoglicogénicos: L-alanina 2,5
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mM, piruvato 5 mM, L-lactato 2 mM e 8 mM e glicerol 2 mM. Nos experimentos de
perfusdo com L-alanina, foram também analisadas as producdes hepaticas de uréia,
piruvato e lactato.

Os valores basais de produgdo de glicose, observados nos 10
primeiros minutos de perfusdo, os quais correspondem a liberacdo de glicose
proveniente do glicogénio hepatico residual, pds-privacdo alimentar de 24 horas,
foram semelhantes nos dois grupos (figuras 9A, 11A, 12A, 13A e 14A). Entretanto,
os valores basais de consumo de oxigénio foram menores (12C, 13C e 14C) ou
tenderam a serem menores (9C e 11C) nos animais portadores de tumor.

A infusdo dos precursores neoglicogénicos no figado no 10° minuto
do periodo de perfusdo promoveu aumento na produgao de glicose € no consumo
de oxigénio nos animais controle e portadores de tumor (figuras 9, 11, 12, 13 e 14),
0s quais tenderam a retornar aos seus valores basais quando a infusao do precursor
foi interrompida.

Entretanto, o aumento na produgdo de glicose e consumo de
oxigénio hepaticos a partir do precursor L-alanina 2,5 mM foi menor nos animais
portadores de tumor (figuras 9A e 9C), como demonstrado pelas areas sob as
curvas (AUCs) (figuras 9B e 9D). Houve redugao de 58% na AUC da producéo de
glicose e de 56% no consumo de oxigénio nos animais portadores de caquexia.

A infusdo de L-alanina 2,5 mM também elevou a producéo hepatica
de uréia, piruvato e lactato em ambos os grupos (figuras 10A, 10B e 10C), porém o
aumento da producao de uréia e piruvato pelo figado de ratos portadores de tumor
foi reduzido em relagdo ao controle, e ndo houve alteragao na producao hepatica de
lactato, como demonstrado pela analise das AUCs (figura 10D).

Similarmente, embora menos acentuados, a produgao de glicose e o
consumo de oxigénio foram menores nos animais portadores de tumor (figuras 11A
e 11C), quando o precursor neoglicogénico infundido no figado foi o piruvato 5 mM,
como evidenciado pelas AUCs (figuras 11B e 11C). As AUCs do grupo tumor foram
reduzidas em 33% para a produgéo de glicose e 27% para o consumo de oxigénio.

Da mesma maneira, houve inibigdo da neoglicogénese hepatica e do
consumo de oxigénio a partir do L-lactato 2 mM nos animais portadores de tumor
(figuras 12A e 12C). Como pode ser observado pelas AUCs (figuras 12B e 12D),
houve diminuicdo de 26% da AUC para produgdo de glicose e de 40% para

consumo de oxigénio.
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Diferentemente dos demais precursores neoglicogénicos, a infusdo
de glicerol 2 mM resultou em aumento semelhante da produgcdo de glicose e
consumo de oxigénio em figados de animais portadores de tumor e animais
controles (figura 14).

O L-lactato 8 mM também foi capaz de estimular a neoglicogénese
hepatica e o0 consumo de oxigénio pelo figado (figuras 13A e 13C) de forma similiar
nos dois grupos, como mostrado nas AUCs (figuras 13B e 13D). Vale ressaltar que
esta concentragdo de lactato, 8 mM, é semelhante a encontrada no sangue dos

ratos com tumor, 11 dias apds a inoculagao das células Walker-256.
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Figura 9 — Producao de glicose (A), consumo de oxigénio (C) e as respectivas areas

sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos portadores de tumor
Walker-256 (WK) e controles durante a infusdo de L-alanina 2,5 mM.
Figados de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram submetidos a
perfusdo in situ como descrito em Material e Métodos. L-alanina 2,5 mM foi
infundida no intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média +
erro padrdo da média de 5 a 7 experimentos. Diferengas entre as AUCs dos
grupos tumor Walker-256 e controle analisadas pelo teste t de Student nao-
pareado. **p < 0,01 versus controle.
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Figura 11 — Producdao de glicose (A), consumo de oxigénio (C) e as respectivas areas
sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos portadores de tumor
Walker-256 (WK) e controles durante a infusédo de piruvato 5 mM. Figados
de ratos com 24 horas de privagao alimentar foram submetidos a perfuséo in
situ como descrito em Material e Métodos. Piruvato 5 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + erro padrao
da média de 6 a 8 experimentos. Diferengas entre as AUCs dos grupos tumor
Walker-256 e controle analisadas pelo teste t de Student nio-pareado. *p <
0,05 versus controle.
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sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos portadores de tumor
Walker-256 (WK) e controles durante a infusdo de L-lactato 2 mM. Figados
de ratos com 24 horas de privacao alimentar foram submetidos a perfusao in
situ como descrito em Material e Métodos. L-lactato 2 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média £ erro padrao
da média de 8 a 12 experimentos. Diferencas entre as AUCs dos grupos tumor
Walker-256 e controle analisadas pelo teste t de Student nao-pareado. *p <
0,05 e ***p < 0,001 versus controle.
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Figura 13 — Producdo de glicose (A), consumo de oxigénio (C) e as respectivas areas
sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos portadores de tumor
Walker-256 (WK) e controles durante a infusédo de L-lactato 8 mM. Figados
de ratos com 24 horas de privagao alimentar foram submetidos a perfuséo in
situ como descrito em Material e Métodos. L-lactato 8 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média + erro padrao
da média de 5 a 7 experimentos. Diferencas entre as AUCs dos grupos tumor
Walker-256 e controle analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado.
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Figura 14 — Producdo de glicose (A), consumo de oxigénio (C) e as respectivas areas

sob as curvas (AUCs) (B e D) em figados de ratos portadores de tumor
Walker-256 (WK) e controles durante a infus&o de glicerol 2 mM. Figados
de ratos com 24 horas de privagdo alimentar foram submetidos a perfusao in
situ como descrito em Material e Métodos. Glicerol 2 mM foi infundido no
intervalo entre 10 e 40 minutos. Cada ponto representa a média £ erro padrao
da média de 5 a 6 experimentos. Diferengas entre as AUCs dos grupos tumor
Walker-256 e controle analisadas pelo teste t de Student nao-pareado.
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5 DISCUSSAO

A implantagdo do tumor Walker-256 em ratos tem sido considerada
um bom modelo experimental para estudar a sindrome da caquexia no cancer
(GUAITANI et al., 1982), pois € uma neoplasia bem caracterizada, com crescimento
rapido e uniforme, facilmente mantida em laboratério, que raramente apresenta
regressdes e com eficiéncia comprovada em testes terapéuticos (MORAES et al.,
1997; OLIVEIRA et al., 1998).

Em nossos estudos (tabela1), houve aumento acelerado e
progressivo das massas tumorais do flanco, das metastases e, conseqlentemente,
da massa tumoral total apds a inoculagcdo das células tumorais. A massa tumoral
total foi equivalente a 16% do peso do animal no 14° dia apds a inoculagcéo das
células Walker-256. Estes resultados confirmam dados prévios da literatura de que
este carcinossarcoma € de crescimento rapido (VICENTINO et al., 2002a).

Desde a fase inicial, ou seja, no 5° dia apds a inoculagéao das células
Walker-256, ratos portadores de tumor apresentaram perda de massa corpérea de
aproximadamente 10% (tabela 1), valor que caracteriza a presenga de caquexia
nesses animais, a qual se agravou ao longo do tempo. Estes achados evidenciam o
estabelecimento deste modelo experimental de caquexia em nosso laboratorio.

Embora sejam considerados caquéticos logo de inicio, houve
reducdo da massa muscular esquelética, mensurada pela massa do musculo
gastrocnémio, e da ingestao alimentar somente a partir do 11° dia apds a inoculagéo
das células tumorais (tabela 1), demonstrando a sarcopenia e a presenca de
anorexia nesses animais nos estagios mais tardios do desenvolvimento tumoral.

A redugdo da massa muscular esquelética pode ter sido decorrente
da elevada degradagao e/ou da reduzida sintese protéica (TISDALE, 1999, 2000)
elou da apoptose celular (ARGILES et al., 2005), promovidas por citocinas (TNF-a,
IL-6, IL-1 e INF-y) e outros fatores como o PIF (KOTLER, 2000; LOBERG et al.,
2007). Diversos estudos tém demonstrado que as citocinas e o PIF induzem a
ativagdo de vias proteoliticas, principalmente da via ubiquitina-proteassoma
(TISDALE, 2001, 2002, 2003) e que o PIF (TISDALE, 2000, 2001) e toxormdnios
(RUBIN, 2003) produzidos pelo tumor reduzem a sintese protéica muscular

esquelética.
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A perda de massa corporea na auséncia de redugao da ingestao
alimentar no inicio do desenvolvimento tumoral (tabela 1) e a nao alteracdo da
massa do musculo gastrocnémio quando animais sadios foram submetidos a um
esquema de alimentacdo reduzida semelhante aos dos animais com tumor
(resultados ndo mostrados) confirmam dados anteriores (TISDALE, 2002) de que a
caquexia associada ao cancer pode ocorrer na auséncia da anorexia, 0 que ressalta
a importancia dos mediadores da caquexia neste processo. Portanto, a anorexia
sozinha nao € suficiente para explicar as complexas alteracbes metabdlicas que
ocorrem durante a caquexia, inclusive, a suplementagao nutricional e a manipulagao
farmacolégica do apetite sdo incapazes de restaurar o peso € a massa magra
corpérea (TISDALE, 2002).

A anorexia, observada nos portadores de tumor (11° e 14° dias —
tabela 1), provavelmente foi resultante da agéo de citocinas periféricas (TNF-a., IL-1,
IL-6 e IFN-y) as quais podem atravessar a barreira hemato-encefalica e ligarem—se a
receptores especificos no sistema nervoso central. Cada familia de citocina
anorexigénica utiliza um sistema de transducgao diferente, sugerindo que a anorexia
induzida por caquexia ¢ um fendmeno complexo que envolve muitas vias de
sinalizacédo (RAMOS et al., 2004).

No intuito de estudar se as possiveis alteracbes metabdlicas
plasmaticas presentes na caquexia poderiam ser decorrentes, pelo menos em parte,
da anorexia, quatro grupos de animais sadios, porém com alimentagao reduzida
(animais controle pair fed), semelhante a ingestao alimentar dos animais portadores
de tumor no 5°, 8°, 11° ou 14° dias (tabela 1), foram conduzidos.

Considerando que a perda de massa adiposa contabiliza uma
grande parte da dramatica perda de peso observada no cancer em humanos e em
modelos animais, e que o metabolismo lipidico € marcadamente alterado nesta
patologia (BERTEVELLO; SEELAENDER, 2001) avaliou-se inicialmente, no
presente trabalho, o perfil lipidico plasmatico.

Foi possivel observar diminuicdo do colesterol total plasmatico em
portadores de tumor Walker-256 no 11° e no 14° dias do desenvolvimento tumoral
apenas em relagdo aos grupos controle pair fed correspondentes, e uma tendéncia
de reducado nestes mesmos dias nos grupos tumor em relagdo ao grupo controle
(figura 1). No entanto, Pizato et al. (2005) encontraram redugdo de

aproximadamente 43% na concentracdo plasmatica de colesterol total em ratos no
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14° dia de desenvolvimento do tumor Walker-256 versus controle (animais sem
tumor). Segundo Shaw (2006), o estresse energético como hipoglicemia e estresse
oxidativo, presentes em portadores de cancer, eleva a concentragao intracelular de
adenosina monofosfato (AMP), a qual ativa a proteina quinase dependente de AMP
(AMPK), enzima que inativa a HMG-CoA-redutase, suprimindo a sintese de
colesterol.

Em relacdo aos triacilglicer6is plasmatico, em contraste a
progressiva reducdo na sua concentragao nos animais controle pair fed, os animais
Walker-256 apresentaram hipertrigliceridemia a partir do 8° dia da implantagéo
tumoral em relagdo ao grupo controle (figura 2). Esta elevacao da trigliceridemia
pode ter sido decorrente da inibi¢do da LPL.

Varios estudos tém mostrado que as citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a e IL-6, IL-1qa, INF-a e INF-y) e os acidos graxos livres (DELARUE; MAGNAN,
2007; HOTAMISLIGIL, 1999; METER; GRESSNER, 2004; TISDALE, 1999; WARNE,
2003; YU; GINSBERG, 2005) promovem inibi¢ao direta da LPL, e também inibicao
indireta, através do desenvolvimento de resisténcia insulinica.

A citocina com maior potencial de inibicdo da LPL é o TNF-a
(TISDALE, 1999). O TNF-a pode reduzir diretamente a atividade desta enzima por
diminuir sua transcri¢ao génica, reduzindo a lipogénese e levando a deslipidagao de
adipécitos maduros (MORIN et al., 1994). Fried e Zechner (1989) demonstraram que
o TNF-a suprimiu potencialmente os niveis de RNAm, a taxa de sintese e a
atividade da LPL em tecido adiposo humano. Ademais, Uchida et al. (1997)
observaram que o TNF-a estimula, em adipdcitos do tecido adiposo marrom, a
expressao da NO sintase induzivel, seguido pela produgao de NO, o qual medeia o
efeito supressor do TNF-a na atividade da LPL através da produgdo de guanosina
monofosfato ciclica (GMPc).

O TNF-a pode ainda indiretamente, via resisténcia insulinica, reduzir
a atividade da LPL, visto que a insulina é o principal regulador positivo (upregulation)
da sintese e atividade da LPL no tecido adiposo (YU; GINSBERG, 2005). No estado
de resisténcia insulinica ocorre deplegdo dos estoques de gordura tanto pela menor
hidrolise de triacilglicerdis dos quilomicrons (redugédo da lipogénese) mediada pela
LPL, quanto por inibicdo nao efetiva da lipdlise no tecido adiposo mediada pela HSL

(YU; GINSBERG, 2005), o que implica no acumulo de triacilglicerdis circulantes.
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Além de inibicdo da LPL, o TNF-a pode elevar os triacilgicerdis
circulantes por alterar a expressao de outras citocinas envolvidas no metabolismo
lipidico, como a IL-1 e IL-6 (YU; GINSBERG, 2005; VAN HALL et al., 2003), por inibir
varias enzimas envolvidas na sintese de gorduras (PAPE; KIM, 1988; PEKALA et al.,
1983; TORTI et al., 1985) e por estimular a lipogénese e formagéo de VLDL no
figado (GRUNFELD; PALLADINO apud BULLO-BONET et al., 1999).

No que se refere aos acidos graxos livres plasmaticos, houve
aumento apenas no 14° dia de tumor em relagdo aos animais controle (figura 3).
Como nao houve diferenga entre os grupos controle pair fed e controle pode-se
constatar que o aumento encontrado foi causado pela presenga do tumor e néo pela
anorexia.

O aumento nos acidos graxos circulantes dos animais com tumor
provavelmente foi devido a maior mobilizacdo das reservas de tecido adiposo, e tém
sido freqlientemente relacionado com o envolvimento de citocinas. As citocinas TNF-
a, IL-6, IL-1a e o INF-y podem ativar a HSL, enzima que estimula a hidrélise dos
triacilglicerois do tecido adiposo (ARNER, 1995), como ja mencionado.

Além das citocinas, outro fator que pode ter contribuido para a
elevagdo dos acidos graxos € o LMF liberado pelo tumor ou pelas metastases. O
LMF age de maneira similar a dos hormoénios lipoliticos, através da elevagao
intracelular de AMPc, mediada por receptor f3-adrenérgico (TISDALE, 1997, 2003,
2004), e consequente fosforilagao e ativagdo da HSL (McGARRY, 1997). O LMF é&,
entdo, um dos responsaveis pela perda de massa adiposa no processo de caquexia
no cancer, por manter a taxa de lipolise maior do que a de lipogénese, agindo
diretamente no tecido adiposo liberando acidos graxos livres e glicerol (TISDALE,
1997, 2003, 2004). Como o LMF, o TNF-a estimula a lipdlise por elevagéo
intracelular de AMPc, através da ativagdo de quinases reguladas por sinal
extracelular (ZHANG et al., 2002).

O aumento dos acidos graxos plasmaticos nos animais portadores
do tumor pode também ter ocorrido pela menor capacidade de sua oxidagao pelo
figado, em decorréncia da menor atividade das CATs, enzimas responsaveis pelo
transporte de 4acidos graxos através da membrana mitocondrial interna dos
hepatocitos. Um estudo mostrou reduzida atividade principalmente da CAT |
(VICENTINO et al., 2002a) enquanto outro (SEELAENDER et al., 1998) encontrou

que o componente inibido em ratos portadores de tumor Walker-256 € a CAT Il
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As células tumorais parecem também contribuir diretamente para o
aumento dos acidos graxos livres plasmatico, ndo s6 pela sintese do LMF, mas
também pela lipogénese acelerada dessas células, visto que quase todos os
canceres humanos superexpressam constitutivamente o gene da enzima acido
graxo sintase. O inicio e a manutencgéo dos altos niveis da acido graxo sintase em
células pré-malignas e malignas sao devidos as mudangas na expressao génica e
no metabolismo induzidas pela hipdxia e alta acidez (MENENDEZ; LUPU, 2006).

Embora os dados demonstrem que a elevagao dos triacilglicerdis foi
mais precoce (8° dia - figura 2) do que a dos acidos graxos (14° dia — figura 3) nos
portadores de tumor versus controle, sugerindo em um primeiro momento que a
inibicdo da lipogénese possa ter precedido a estimulagéo da lipdlise, esta sequéncia
temporal pode ndo ser real face as complexas inter-relacées metabdlicas entre os
tecidos.

E possivel que liberacdo de acidos graxos dos adipdcitos ja esteja
aumentada em fases mais precoces do desenvolvimento do tumor, antes do 14° dia,
e que os mesmos estejam sendo utilizados como fonte de energia pelas células do
hospedeiro (MULLIGAN et al., 1992) e do tumor. Estudos tém demonstrado que um
aumento de acidos graxos diminui a utilizagcdo de glicose pelas células do
hospedeiro por meio do ciclo de Randle (RANDLE apud DELARUE; MAGNAN,
2007), um mecanismo poupador de glicose que favoreceria a sua utilizagdo pelas
células tumorais. Adicionalmente, os acidos graxos se tornam os principais
combustiveis das células do hospedeiro e do tumor quando a glicose nao supre
eficazmente o gasto de energia (LANGSTEIN; NORTON, 1991). E possivel também
que a nao elevagcdo dos acidos graxos plasmaticos nos dias 5, 8 e 11 apds a
inoculacdo das células tumorais versus controle, se deva a sua utilizagao na sintese
de triacilglicerdis no figado, os quais sdo exportados dos hepatdcitos como VLDL.

O aumento da lipdlise em pacientes com cancer resulta, além do
aumento de acidos graxos circulantes, em liberagdo de glicerol pelos adipdcitos.
Entretanto, no presente estudo n&o houve diferenga no glicerol plasmatico entre os
grupos portadores de tumor e controle. Houve aumento na sua concentragao apenas
no 14° dia de tumor em relagdo aos animais controle pair fed (figura 4), evidenciando
que esta elevagao nao foi decorrente da diminui¢do da ingestao alimentar, visto que
ha tendéncia de reducdo nos animais controle pair fed. Seria esperado, pela

ativacdo da HSL causada pelo LMF, TNF-a e outras citocinas, um aumento na
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concentragéo de glicerol no plasma no 14° dia de tumor correspondente a elevagao
dos acidos graxos livres (figura 3). Porém, isto nao foi observado e provavelmente se
deve ao fato que o glicerol liberado dos adipdcitos pode estar sendo utilizado como
precursor neoglicogénico pelo figado, para produgédo de glicose, que € a principal
fonte energética para o tumor.

Tumores de crescimento rapido, como o Walker-256, tendem a ter
pobre suprimento sanguineo o que pode levar o tumor a baixa oxigenagdo e
utilizacado preferencial da via glicolitica anaerdbica para a produgdo de energia
(PIFFAR et al., 2003; VICENTINO et al., 2002b). A hipoxia desvia o fluxo metabdlico
da célula tumoral para a via glicolitica anaerdbica através da ativacdo do fator
induzido por hipoxia (HIF) (BRAHIMI-HORN et al., 2007) o qual aumenta a
expressao: a) de transportadores de glicose (GLUT-1 e GLUT-3), para aumentar a
captacéao de glicose; b) da enzima piruvato desidrogenase quinase-1, que fosforila e
inibe 0 complexo piruvato desidrogenase, logo, suprime o metabolismo do piruvato
pelo ciclo de Krebs e a fosforilagdo oxidativa; ¢) da enzima que converte o piruvato a
lactato, a lactato desidrogenase-A; d) do transportador monocarboxilato-4 H*/lactato,
o qual expulsa da célula o ion H* e o lactato; e) de duas isoformas de langadeiras
Na*/H* (NHE), NHE-1 e NHE-6, responsaveis por transportar o H* para o exterior da
célula em antiporte com o Na*; e f) da anidrase carbdnica IX, que contribui para
expulsar o H" da célula tumoral, quando acoplada aos transportadores de
bicarbonato, desempenhando também papel importante na manutengcédo do pH
intracelular da célula tumoral (BRAHIMI-HORN et al., 2007).

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

Em nosso estudo, as concentragdes plasmaticas de lactato nos
animais Walker-256, diferentemente dos animais controle pair fed, foram
progressivamente crescentes ao longo do desenvolvimento do tumor (figura 5),
atingindo no 14° dia uma concentragdo aproximadamente trés vezes maior do que o
grupo controle. O perfil de aumento do lactato foi semelhante ao encontrado para as
massas tumorais (tabela 1) sugerindo que a vascularizagdo do tumor nao
acompanhou seu rapido crescimento, o que conferiu um microambiente hipdxico as

células tumorais.
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O lactato plasmatico liberado pelas células tumorais é captado e
convertido no figado, pela neoglicogénese, a glicose, a qual é liberada para a
corrente sanguinea e utilizada novamente pelo tumor, culminando na produgao de
mais lactato, estabelecendo-se desse modo um ciclo tumor-figado, semelhante ao
ciclo futil musculo-figado que ocorre durante o exercicio fisico, conhecido como ciclo
de Cori (BONGAERTS et al., 2006; LOBERG et al., 2007; TISDALE, 2002). Vale
ressaltar que a maior taxa de captacéo e oxidagao de glicose pelas células tumorais
(LOBERG et al., 2007; TIJERINA, 2004) e a possivel resisténcia insulinica periférica
e hepatica do hospedeiro (BOYD, 2003; LOBERG et al.,, 2007) favorecem a
utilizacao deste substrato energético pelo tumor.

Outro parametro metabdlico plasmatico avaliado no presente
trabalho foi a uréia. Ratos portadores do tumor Walker-256 apresentaram aumento
na concentragdo plasmatica de uréia no 14° dia do desenvolvimento tumoral em
relacdo ao grupo controle, mas o aumento mostrou-se significativo desde o 8° dia
em relagédo aos grupos controle pair fed correspondentes (figura 6). Estes resultados
confirmam os achados de Corbello-Pereira et al. (2004), que sugeriram um
acréscimo da atividade ureagénica dos animais com tumor Walker-256, visto que
foram observadas maiores concentragdes de uréia no plasma.

Entretanto, estudos de perfusdo de figado de ratos com tumor
Walker-256 encontraram baixas taxas de produc¢ao de uréia a partir dos precursores
alanina, alanina + ornitina, aménia, aménia + lactato, amdnia + piruvato e glutamina
e maiores taxas quando o substrato ureagénico foi a arginina, sugerindo maior
atividade da arginase, ultima enzima do ciclo da uréia que catalisa a hidrdlise da
arginina em uréia e ornitina (CORBELLO-PEREIRA et al., 2004).

Em outros estudos foi encontrado aumento nos niveis dos
aminoacidos leucina, lisina, alanina e valina (NAVARRO et al., 1966), assim como
aumento nas concentragdes de ornitina, asparagina e arginina (BLAAW et al., 1997)
em ratos com tumor Walker-256. O aumento da arginina plasmatica somada a
atividade aumentada da arginase no figado poderia explicar, pelo menos em parte, a
elevagao da uremia encontrada nos ratos portadores de tumor (figura 6).

A alteracao no perfil dos aminoacidos plasmaticos que alcangcam o
figado, em ratos portadores de tumor, € possivel haja vista a elevada protedlise da
sindrome caquética e o intenso consumo de aminoacidos pelas células tumorais.

Segundo Medina et al. (1990), o consumo de aminoacidos por estas células € muito
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superior as suas necessidades metabdlicas. Essas células, portanto, sao
consideradas sequestradoras de nitrogénio (MEDINA et al., 1992).

Os aminoacidos captados pelas células tumorais que nao sao
utilizados para sintese de proteinas e nucleotideos (purinas e pirimidinas) podem ser
usados na producgao de uréia, pois ha estudos (REBECA et al., 2006) demonstrando
que as células Walker-256, na forma ascitica, sdo capazes de sintetizar uréia, sendo
esta produgcao maior no 6° do que no 4° dia de desenvolvimento tumoral. Desse
modo, considerando a similaridade do perfil de aumento da uréia (figura 6) e das
massas tumorais (tabela 1), € possivel que a produgdo aumentada de uréia pelas
células Walker-256 tenha contribuido de forma muito importante para elevagao da
uremia nos animais com cancer.

Da mesma forma do que para os aminoacidos, as células tumorais
sdo também consideradas sequestradoras de glicose (MEDINA et al., 1992), o que
poderia resultar em hipoglicemia do hospedeiro.

Como pode ser observado na figura 7, animais Walker-256 tiveram
reducao da glicemia desde a fase inicial do desenvolvimento tumoral de forma mais
severa que os animais controle pair fed, pois apresentaram diferengas com maior
nivel de significancia em relagdo ao grupo controle a partir do 8° dia, sendo que a
glicemia foi menor que o grupo controle pair fed no 14° dia apds a inoculagao das
células tumorais.

Apesar da anorexia interferir na glicemia do portador de cancer,
outros fatores devem estar envolvidos na severa redugdo da concentragdo de
glicose plasmatica, pelo menos nos estagios mais tardios do desenvolvimento
tumoral, como evidenciado pela redugéo da glicemia no 14° dia de tumor em relagéo
ao grupo controle pair fed correspondente (figura 7).

A alta atividade metabdlica das células tumorais em um ambiente
hipoxico, como ja mencionado, implica na utilizagdo da glicdlise como principal via
para produgdo de ATP (BRAHIMI-HORN, 2007), o que aumenta grandemente o
consumo de glicose, pois para atingir o mesmo saldo energético, o metabolismo
anaerdbico necessita de cerca de 40 vezes a quantidade de glicose utilizada sob
condi¢coes aerdbicas (BONGAERTS et al., 2006). Este aumento do consumo de
glicose pelo tumor é apontado como um dos responsaveis pela hipoglicemia

caracteristica da sindrome caquética associada ao cancer.
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Em humanos saudaveis, a hipoglicemia provoca aumento na
producao hepatica de glicose, primeiramente pela deplegcao de glicogénio hepatico e
depois pela neoglicogénese, para restaurar a concentragao de glicose plasmatica ao
normal (HOLROYDE; REICHARD, 1981). Logo, a diminuicdo da ingestdo alimentar
(anorexia) a qual promove por si sé diminuicdo da glicemia (figura 7) pode ser
importante na redugao do conteudo de glicogénio no figado.

De fato, nesta pesquisa, animais controle pair fed apresentaram
reducao de glicogénio hepatico no 11° e 14° dias versus animais controle (figura 8),
provavelmente pela estimulagédo da glicogendlise, conseqlente a queda da glicemia.
Resultados semelhantes foram encontrados para os animais portadores de tumor.
Esses dados e a similaridade no conteudo de glicogénio hepatico entre os animais
controle pair fed e com tumor indicam a anorexia como principal responsavel pela
reducao da concentragao de glicogénio hepatico. Porém, a anorexia pode nao ser o
unico mecanismo envolvido na deplecdo do glicogénio, visto que sua concentragcao
foi menor nos ratos portadores de tumor no 5° dia versus animais controle e que
houve tendéncia de reducédo no 5° e 14° dia em comparagcdo aos animais controle
pair fed correspondentes (figura 8).

Outros mecanismos envolvidos na redugao do glicogénio no figado
na caquexia induzida por cancer sdo: a) capacidade diminuida de captagdao de
glicose exdgena e de sua transformagao em glicogénio (glicogenogénese), que pode
ser decorrente em parte da menor atividade da glicoquinase, enzima especifica para
fosforilacdo da glicose no figado (VICENTINO et al., 2002b), cuja atividade pode
estar diminuida em funcéo da resisténcia hepatica a insulina, promovida pela IL-6
(SENN et al., 2003) e b) maior tendéncia de liberacdo de glicose das reservas de
glicogénio (glicogendlise) (VICENTINO et al., 2002b), que pode ser devida a agao
glicogenolitica do LMF (HIRAI et al., 1997).

Em suma, os resultados descritos até aqui demonstram que, na
caquexia associada ao tumor Walker-256, ha uma série de disturbios metabdlicos,
com alteragées profundas no perfil lipidico, concentragdo de precursores
neoglicogénicos plasmaticos, uremia, glicemia e conteudo de glicogénio no figado.
Estas alteragcdes foram se agravando ao longo do processo de desenvolvimento
tumoral, sendo muito acentuadas no 14° dia de tumor. Estes resultados acrescentam

conhecimento cientifico, principalmente porque ndo ha outros estudos em que estes



75

parametros metabdlicos foram avaliados ao longo do desenvolvimento da caquexia,
particularmente a induzida por tumor Walker-256.

Finalmente, nés avaliamos no presente trabalho, em estudos de
perfusdo de figado in situ, a neoglicogénese hepatica e o consumo de oxigénio a
partir de varios precursores de glicose (alanina, piruvato, glicerol e lactato), ja que
nao ha consenso na literatura se a neoglicogénese esta aumentada ou diminuida no
cancer.

Ha trabalhos demonstrando que no estado portador de tumor ha
maior liberagcéo de glicose pela neoglicogénese hepatica. Pacientes com varios tipos
de canceres apresentaram maior neoglicogénese a partir do lactato, alanina e
glicerol (TAYEK et al., 1992; LUNDHOLM et al. apud TISDALE, 2000) e o aumento
da neoglicogénese foi associado com maior atividade da PEPCK em ratos com
tumor (NOGUCHI, 1996). Por outro lado, ha estudos de perfusdo de figado que
evidenciaram diminui¢ado da neoglicogénese em ratos portadores de tumor Walker-
256 quando a alanina foi o precursor neoglicogénico utilizado (CORBELLO-
PEREIRA et al.,2004; LIU et al. apud KELMER-BRACHT et al., 2006).

O primeiro precursor utilizado aqui para avaliar a neoglicogénese
hepatica foi a alanina. Como ilustra a figura 15, a alanina captada pelo hepatdcito é
convertida a piruvato pela enzima desaminadora alanina aminotransferase, que
transfere o NH3; da porgédo amino da alanina ao a-cetoglutarato formando glutamato.
O glutamato, dentro da mitocéndria, libera o ion aménio utilizado na sintese da uréia.
O piruvato formado é convertido em glicose, por uma série de reagdes catalisadas
por enzimas, algumas das quais sao reguladoras-chave da via como a piruvato
carboxilase, PEPCK, frutose 1,6-bifosfatase e glicose 6-fosfatase, ou pode ser
convertido a lactato pela lactato desidrogenase (COOMES, 1997; SALWAY, 1994).

Assim, a infusdo de alanina no figado resulta em produgdo de
glicose, piruvato, lactato e uréia (figuras 9 e 10). Parte da glicose formada é utilizada
como fonte de energia para o figado, visto que a prépria via neoglicogénica
necessita de ATP, através de metabolismo aerdbico, com aumento do consumo de
oxigénio, o aceptor final de elétrons.

Desse modo, a infusdo hepatica de qualquer precursor
neoglicogénico aumenta, além da produgao de glicose, o consumo de oxigénio,
como ilustrado nas figuras 9, 11, 12, 13 e 14. Observa-se também, nestas figuras,

que os valores basais do consumo de oxigénio hepatico (0 a 10 minutos de
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perfusao) foram menores (figuras 12C, 13C e 14C) ou tenderam a ser menores
(figuras 9C e 11C) nos animais com tumor Walker-256, provavelmente devido a
menor oxidagdo de acidos graxos livres face a redugao das atividades das CATs,
como observado nos estudos de Vicentino et al. (2002a).

Entretanto, a infusdo de alanina nos figados dos animais no 12° dia
de desenvolvimento de tumor Walker-256 resultou em menor produgao de glicose,
uréia e piruvato, em tendéncia de redugdo da produgcdo de lactato e em menor
consumo de oxigénio em relagdo aos animais controles, ndo portadores de cancer
(figuras 9 e 10). A inibicdo da neoglicogénese foi de aproximadamente 60% (figura
15).

A redugcdo da producido hepatica de uréia e piruvato a partir da
alanina sugere que a enzima que converte a alanina a piruvato, a alanina
aminotransferase, esteja inibida nos animais portadores de tumor, conforme
demonstrado por Herzfeld & Greengard (CORBELLO-PEREIRA et al., 2004).

Em concordéncia, Corbello-Pereira et al. (2004) encontraram
reducdo da neoglicogénese e no consumo de oxigénio hepaticos em animais
portadores de tumor Walker-256 quando os precursores foram a alanina e alanina +
aspartato, reducdo somente da neoglicogénese pela infusdo de alanina + ornitina,
mas nao houve alteragdo da neoglicogénese estimulada pelos precursores lactato +
amoénia, piruvato + amdnia, aspartato + amoénia, aspartato, arginina, citrulina,
aspartato + citrulina, glutamina e glutamina + aspartato.

Adicionalmente, quando o precursor neoglicogénico infundido no
figado foi o piruvato, houve redugdo da neoglicogénese e do consumo de oxigénio
no grupo tumor, respectivamente, em 33% e 27%. Quando o precursor foi o lactato
também houve inibicdo de 26% e 40%, respectivamente, para neoglicogénese e
consumo de oxigénio no grupo tumor (figuras 11 e 12).

O menor grau de redugao da neoglicogénese pelo piruvato e lactato
(z 30%) em relagdo ao encontrado pela alanina (= 60%) reforga os achados
anteriores de inibigdo da alanina aminotransferase nos animais portadores de tumor,
como pode ser deduzido a partir da analise da figura 15.

Como as porcentagens de inibicao pelo piruvato e pelo lactato na
neoglicogénese foram proximas, inclusive a do lactato um pouco menor, pode-se
inferir (figura 15) que a atividade da lactato desidrogenase hepatica ndo esteja

alterada em portadores de tumor Walker-256. Enzimas que poderiam estar inibidas
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nestes animais sdo a frutose 1,6-bifosfatase, glicose 6-fosfatase, piruvato
carboxilase e PEPCK.

Entretanto, a auséncia de inibicdo da neoglicogénese a partir do
glicerol nos animais portadores de tumor (figura 14) descarta a possibilidade de
inibicdo da frutose 1,6-bifosfatase e da glicose 6-fosfatase, enzimas regulatérias que
catalisam reagdes posteriores a entrada do glicerol.

Em conjunto, os resultados anteriores sugerem inibicao da alanina
aminotransferase, piruvato carboxilase e/ou da PEPCK nos animais portadores de
tumor, mas nao excluem a possibilidade, também, de redugéo da captagao hepatica
dos precursores de glicose.

A procura dos agentes que causam mudangas na neoglicogénese
hepatica tem sido concentrada nas citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e
interleucinas, em pacientes e animais com cancer, sepse e artrite crdnica
(KERLMER-BRACHT et al., 2006). O TNF-a em baixas doses (18 ug/Kg) diminuiu a
expressdo da PEPCK em camundongos (Hill & McCallum apud KELMER-BRACHT
et al., 2006), este efeito pode estar relacionado com a reducédo da neoglicogénese
hepatica pelo substrato alanina. Kelmer-Bracht et al. (2006) demonstraram que a
administragdo de baixas doses de TNF-o e IL-1B, isoladamente (10 pg/Kg) ou
simultaneamente (5 ug/Kg de cada citocina), inibiu a neoglicogénese hepatica a
partir da alanina em ratos. Porém, Blumberg et al. (1995) observaram que altas
doses de TNF-a (150 pg/Kg) sado capazes de aumentar a neoglicogénese, da
alanina, in vivo. Estes dados permitem inferir que o tipo de efeito das citocinas na
neoglicogénese, estimulatério ou inibitério, pode ser dependente da sua
concentragao circulante e do tipo de citocinas, que poderiam sofrer alteracées em
funcdo do perfil de resposta imune, o qual varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento do tumor, com o tamanho da massa tumoral, com o tipo de tumor,
entre outros. Isto poderia explicar, pelo menos em parte, a discordancia entre os
resultados da literatura.

Em todas as perfusdes in situ realizadas anteriormente foram
utilizadas concentragdes de precursores neoglicogénicos definidas como saturantes,
vale ressaltar, saturantes para animais sadios. Porém, a capacidade do figado para

responder a um substrato neoglicogénico in vivo depende da sua concentragao
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plasmatica e também da concentragdo de fatores regulatérios (CORBELLO-
PEREIRA et al., 2004).

Com base nisto, perfusbes de figado em animais no 12° dia de
desenvolvimento do tumor foram conduzidas para analise da neoglicogénese
estimulada pela infusdo de lactato 8 mM (figura 13), uma concentragcdo préxima
aquela observada no plasma (7,75 mM) de animais no 11° dia de tumor (figura 5),
isto €, uma concentragéo de lactato acima da saturante (2 mM) para animais sem
tumor.

As produgbes de glicose nos grupos controles das perfusbes com
lactato 2 mM e 8 mM foram as mesmas, confirmando que a concentragdo 2 mM ja é
saturante aos animais sadios (figuras 12 e 13). Em contrapartida, a neoglicogénese
e 0 consumo de oxigénio do grupo tumor foram semelhantes ao controle quando
infundido o lactato 8 mM, como se a via e a respiragao aerdbica fossem restauradas
pela maior concentragao do substrato.

Isto indica uma alteracdo da concentracido saturante de lactato para
producdo de glicose em figados de animais portadores de tumor Walker-256, mas
nao se pode afirmar se a concentragao saturante é maior ou menor que 8 mM.

E possivel que a elevacdo do lactato plasmatico para valores
superiores a 2 mM, concentragao encontrada em ratos normais, seja importante para
impedir uma queda ainda mais acentuada da glicemia no 14° dia de tumor, visto que
a neoglicogénese mostrou-se inibida para 2 mM e nao para 8 mM.

Igualmente, o glicerol deve ter um papel relevante no impedimento
de uma hipoglicemia mais grave, diante da inibigdo da neoglicogénese a partir dos
outros precursores. Assim, estes dois precursores de glicose devem contribuir
significativamente para manutengcdo da homeostase glicémica, a qual é importante
nao s6 como fonte energética para o tumor, mas principalmente para manutencgao da
vida do hospedeiro portador do cancer.

A utilizagdo do glicerol como precursor de glicose nos animais
Walker-256 pode também explicar a manutencdo das concentragdes plasmaticas
deste substrato a valores encontrados em animais sadios controle e controle pair
fed, apesar do aumento de acidos graxos livres plasmaticos provindos da lipdlise no

tecido adiposo.
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Figura 15 — Neoglicogénese pelos precursores alanina, piruvato, lactato e glicerol, e
as principais enzimas que regulam a via. OAA, oxalacetato; Mal, malato;
PEP, fosfoenolpiruvato; 2-PGA, 2-fosfoglicerato; 3-PGA, 3-fosfoglicerato; 1,3-
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A inibicdo da neoglicogénese a partir da alanina, um precursor
neoglicogénico importante, e também do piruvato, corroboram com a hipoglicemia
aos 14 dias apos a inoculagao das células Walker-256. Entdo, a acentuada redugao
da glicemia neste dia, queda de 56% versus animais controle e de 41% em
comparagao aos controle pair fed (figura 7), pode ser resultante ndo apenas do
aumento do consumo de glicose pelo tumor, face ao aumento da massa tumoral que
praticamente dobrou no 140 dia em relagdo ao 110 (tabela 1), mas também da
inibicdo da neoglicogénese destes precursores, que no 140 dia pode estar ainda
mais acentuada.

No entanto, isto € apenas uma possibilidade. Vale refletir que os
nossos estudos para avaliagdo da neoglicogénese foram realizados em perfuséo de
figado in situ, uma técnica onde o figado & isolado da circulagdo. E possivel, que in
vivo o figado sofra a influéncia de fatores circulatérios, alterados no estado portador
do tumor, como os acidos graxos. Um aumento nos acidos graxos plasmaticos e
consequentemente na sua oxidagao hepatica poderia estimular a neoglicogénese
(MLINAR et al., 2007) pela maior geracado de acetil-CoA, a qual ativa a piruvato
carboxilase e PEPCK, e também pela maior geracdo de NADH e ATP, que séo
usados na neoglicogénese. Isto poderia explicar, pelo menos em parte, o aumento
da liberagdo hepatica de glicose encontrada em alguns individuos com céncer
(TAYEK, 1992).

Se de fato in vivo os acidos graxos estimulam a neoglicogénese no
estado portador do tumor, a hipoglicemia observada no 14° dia de tumor (figura 7)
seria decorrente principalmente do aumento da massa tumoral. Contudo, mais
estudos sao necessarios para esclarecer esta questio.

Este trabalho buscou mostrar as alteracbes metabdlicas ao longo do
desenvolvimento da caquexia, um passo importante para estudos futuros no sentido
de entender a complexicidade da caquexia do cancer e tragar possiveis medidas de
tratamento mais eficazes que as atuais, levando-se em consideragao o estagio da

doenca.
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6 CONCLUSOES

» O tumor Walker-256, implantado subcutaneamente em ratos, apresenta
crescimento rapido com alto poder de realizar metastases e é capaz de induzir, no
hospedeiro, o desenvolvimento da caquexia tdo logo ao seu implante, com
aproximadamente 10% de perda de peso ja no 5° dia apds a inoculagdao das

células tumorais.

» A caquexia induzida pelo tumor Walker-256 provocou redugdo de massa magra e
anorexia a partir do 11° dia do desenvolvimento tumoral, mas alteragbes no
metabolismo de carboidratos e no perfil lipidico foram observadas em estagios

mais precoces.

» Os primeiros parametros alterados nos animais portadores de tumor foram a
glicemia e o conteudo de glicogénio hepatico, os quais reduziram

progressivamente ao longo do periodo de desenvolvimento do tumor.

» No 8° dia de desenvolvimento tumoral houve aumento de lactato e triacilglicerois
plasmaticos, enquanto que os controles pair fed correspondentes tiveram,
respectivamente, nenhuma alteracdo e reducao destes compostos. Apesar da
aparente redugao, o conteudo de glicogénio hepatico ndo apresentou diferenca

significativa neste dia.

» No 11° dia apés a inoculacéo das células tumorais as alteragdes foram muito mais
proeminentes, com hipoglicemia, maior reducdo do glicogénio hepatico, maior
concentragcédo de lactato plasmatico, hipertrigliceridemia e tendéncia de redugéo
no colesterol plasmatico. Ao comparar os resultados com o grupo controle pair
fed, a contribuicdo da anorexia parece estar presente apenas na diminui¢ao da

glicemia e do glicogénio hepatico.

» No 14° dia do desenvolvimento do tumor Walker-256, a perda de peso atingiu
cerca de 26%, conferindo uma caquexia bastante avangada neste estagio do
curso da doenca. A hipoglicemia tornou-se mais severa e diferente em relagao ao

controle pair fed, o conteudo de glicogénio hepatico foi equivalente a 8% do
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conteudo de animais controles, o lactato plasmatico apresentou um aumento
exacerbado de 282%, a hipertrigliceridemia e a tendéncia de redugdo do
colesterol plasmatico foram mantidas aos niveis encontrados no 11° dia e,
somado a essas mudancas, houve aumento na concentracdo plasmatica dos

acidos graxos livres.

» Os estudos de perfusdo de figado in situ em animais, no 12° dia de
desenvolvimento tumoral, mostraram diferentes graus de inibicdo da
neoglicogénese e do consumo de oxigénio, de acordo com o precursor utilizado
(alanina > piruvato = lactato 2 mM), ou nenhuma alteragéo (lactato 8 mM e

glicerol) nestes parametros.

» A diminuigdo da neoglicogénese hepatica pode ter sido resultante da inibicdo da
alanina aminotransferase, piruvato carboxilase e/ou da PEPCK. As atividades da
lactato desidrogenase, frutose 1,6-bifosfatase e glicose 6-fosfatase provavelmente

nao foram alteradas nos animais portadores de cancer.

Em suma, pode-se concluir que os animais portadores de tumor
Walker-256 apresentaram sinais caracteristicos da caquexia, como emagrecimento,
catabolismo muscular e anorexia, e também muitas alteragdes metabdlicas de
parametros plasmaticos e hepaticos, algumas das quais se iniciaram ja no 5° dia
apés a inoculacdo das células tumorais, e acentuaram-se no decorrer do
desenvolvimento do processo caquético. Tais alteragbes nao foram resultado da
menor ingestao alimentar, pois elas ndo foram encontradas nos animais controle pair
fed. E provavel que fatores produzidos pelo tumor ou pelo hospedeiro (citocinas) em
resposta a presenga do tumor sejam os mediadores dessas alteragdes e, também,

das observadas na neoglicogénese hepatica.
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