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RESUMO 

O crescimento do câncer promove o desenvolvimento de caquexia em função de 

intensa espoliação de nutrientes, principalmente, de gordura e proteína corpórea total. 

A via de sinalização da mTOR controla o crescimento celular e alguns estudos apontam 

que a inibição dessa via por metformina (M) pode diminuir a taxa de desenvolvimento 

tumoral. Desse modo, o presente estudo avaliou os efeitos da administração de 

metformina associada à dieta rica em leucina (L), em animais com tumor de Walker 256 

(W), sobre o metabolismo protéico muscular, na hipótese de melhorar o estado 

caquético. Ratos Wistar jovens foram distribuídos em oito grupos, de acordo com a 

presença ou não de tumor, tratamento com metformina (36 mg x Kg-1) e/ou dieta rica 

em leucina (dieta com excesso de 3%). Foram analisados parâmetros somáticos e 

bioquímicos bem como vias de sinalização celular no músculo gastrocnêmico. No grupo 

W, o crescimento tumoral induziu perda de 20% da massa corpórea; proporcionou 

redução de 70% na massa gorda, alem da diminuição da concentração sérica de 

glicose, de proteínas totais e albumina. As concentrações de GH e IGF-1 foram 

reduzidas, porém a concentração de ACTH foi elevada em todos os grupos com tumor. 

Os grupos portadores de tumor tiveram maiores taxas de degradação protéica 

muscular, embora as taxas de síntese não tenham sido alteradas. A suplementação 

com leucina estimulou a síntese protéica nos animais não portadores de tumor, e os 

resultados sugerem que esse efeito tenha sido via Akt ou Erk, enquanto que a 

metformina estimulou a sinalização via IRS-1, levando à ativação de Erk. A evolução 

tumoral promoveu espoliação da massa protéica e modulação dos processos de 

síntese protéica, através da inibição da Erk e IRS-1. A suplementação com leucina foi 

capaz de estimular a síntese protéica nos animais não portadores de tumor, porém o 

tratamento com metformina não foi eficaz em diminuir o crescimento das células 

tumorais, provavelmente em função da baixa concentração que foi administrada aos 

animais. 
 

Tumor de Walker 256, Leucina, Metformina, Caquexia, Metabolismo Protéico 
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ABSTRACT 

Tumour growth induces cachexia by intense nutrient waste, characterized by 

involuntary host weight loss, mainly depleting the total body protein and fat. mTOR 

signaling pathway controls the cell growth regulating translation of mRNA, and the 

inhibition of this pathway by compounds such as metformin (M) could decrease tumour 

growth rate. Knowing these facts, the aim of this study was to evaluate metformin effects 

associated to leucine-rich diet in Walker 256 (W) tumour-bearing animals, on muscle 

protein metabolism, trying to improve the cachectic state. Young male Wistar rats were 

distributed into 8 groups, according to the tumour implant, the treatment with metformin 

(36 mg x kg-1) and/or leucine-rich diet (3% leucine). After the sacrifice of the animals we 

evaluated some somatic and biochemical parameters as well as the muscle cell 

signaling pathways.. Tumour growth promotes 20%reduction of body mass and 70% of 

fat mass. Glucose serum was 50% decreased and also the total serum proteins (20% 

less) and albumin (25% reduced). GH and IGF-1 concentrations were decreased in all 

tumour-bearing groups, while ACTH concentration was increased. Tumour-bearing 

groups had higher protein degradation rates while protein synthesis rates were not 

changed, showing decreased protein turnover. Leucine rich-diet stimulated protein 

synthesis in non-tumour-bearing groups and these results suggest that this effect was 

through Akt or Erk pathways and metformin stimulated signaling through IRS-1, leading 

to Erk activation. Tumour growth promoted lean body mass spoliation and modulated 

protein synthesis through Erk and IRS-1 inhibition. Leucine-rich diet was able to 

stimulate protein synthesis in non tumour-bearing animals, although the treatment with 

metformina was not thus effective in decreasing tumour’s cells growth, probably by low 

dose concentration. 
 
Walker 256 Tumour, Leucine, Metformin, Cachexia, Protein Metabolism
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1. INTRODUÇÃO 

A intensa perda de peso e anorexia estão entre as características mais comuns 

observadas em pacientes com câncer associado ao prolongado estresse catabólico. 

Mais de 50% dos pacientes com câncer apresentam excessiva perda de peso, 

demonstrando quadro de caquexia. Essa situação é citada como sendo a causa mais 

frequente de morbidade e mortalidade (CHOUDRY et al., 2006). A manutenção de 

nutrição adequada e preservação de massa magra são fatores que podem contribuir 

para o aumento da sobrevida de pacientes em estado catabólico, aumentando suas 

chances de resistirem aos tratamentos clínicos convencionais, bem como aumentar a 

qualidade de vida desses pacientes. 

Em pacientes com câncer, o mecanismo pelo qual a diminuição da síntese 

protéica ocorre não é bem compreendido, enquanto que o aumento na degradação 

protéica é atribuído ao aumento da expressão das enzimas envolvidas na via ubiquitina-

proteossomo (KHAL et al., 2005). 

Assim, vários estudos apontam que a suplementação nutricional bem como 

terapias coadjuvantes, poderiam melhorar, reduzindo ou inibindo, o intenso processo de 

espoliação corpórea que ocorre no estado caquexia-câncer, podendo também modular 

o processo de evolução tumoral. Estudos prévios mostraram que a suplementação 

nutricional com leucina modulou a espoliação da musculatura estriada. Outros estudos 

têm demonstrado que a metformina além de proporcionar melhor captação de glicose 

pelos tecidos periféricos também atua como modulador de crescimento celular. Desse 

modo, avaliar a associação entre dieta rica em leucina - direcionando para preservação 

da massa corpórea - e o tratamento com metformina - modulação do crescimento 
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neoplásico - representa um fator bastante interessante e importante da pesquisa básica 

e translacional na tentativa de preservar a qualidade e sobrevida dos pacientes com 

câncer. 

1.1. Metformina 

A metformina (N,N-dimetilbiguanida ou 1,1-dimetilbiguanida) é um fármaco de 

uso oral amplamente utilizado no tratamento de pacientes com diabetes Mellitus do tipo 

II. Embora os mecanismos celulares pelos quais a metformina exerce seus efeitos não 

estejam totalmente esclarecidos, há evidências que a metformina age sobre o receptor 

de insulina, aumentando a sinalização através desse receptor e, dessa maneira, 

levando a melhora na resistência periférica à insulina seguida por diminuição nos níveis 

circulantes de insulina (CANTRELL et al., 2009; KOURELIS e SIEGEL, 2011). A 

metformina é capaz de diminuir a produção hepática de glicose e aumentar a captação 

de glicose em células musculares (GALUSKA et al., 1994; HUNDAL et al., 1992). Outra 

característica da metformina parece ser a ativação da proteína quinase dependente de 

AMP (AMPK) em células do tecido muscular, adiposo e hepático (ZHOU et al., 2001). 

O aumento na atividade de AMPK promovido pela metformina resulta no estimulo 

da captação de glicose e oxidação de ácidos graxos, inibição da produção hepática de 

glicose, colesterol, síntese de triacilglicerois e lipogênese (RUDERMAN et al., 2003), 

diminuindo a relação AMP/ATP e, dessa forma, exercendo sua função na homeostase 

celular nos tecidos periféricos dos pacientes diabéticos. 

Estudos recentes demonstram que a metformina ativa a AMPK tanto in vivo 

quanto in vitro (ZHOU et al., 2001) e muitos experimentos têm descrito o seu potencial 

terapêutico na inibição da mTOR, induzindo efeitos anti-proliferativos e anti-
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angiogênicos em modelos pré-clínicos, como o tratamento de pacientes com câncer, 

doenças cardíacas, auto-imunes e metabólicas (WULLSCHLEGER et al., 2006, INOKI 

et al., 2003; MANNING et al., 2002; VAN SLEGTENHORST et al., 1998). 

O efeito anti-proliferativo da metformina foi demonstrado utilizando-se células 

MCF-7, BT-474 e SKBR-3, linhagens celulares derivadas de cânceres de mama 

humanos, nas quais a metformina inibiu a proliferação celular, a formação de colônias e 

causou, pelo menos parcialmente, o arraste do ciclo celular para a fase G0 (ALIMOVA 

et al., 2009). Os autores sugerem que esses efeitos podem ter sidos causados pela 

metformina, que teria inibido Erk, Akt e mTOR (VIGNERI et al., 2009). 

A figura abaixo (Figura 1) esquematiza a atuação da metformina em diferentes 

tecidos, mostrando sua ação na diminuição do hiperinsulinemia, diminuição da 

proliferação celular, inibição de angiogênese e arraste do ciclo celular para a fase G0, 

todos causados pelo estímulo desse fármaco à LKB1 e AMPK (KOURELIS e SIEGEL, 

2011). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Possíveis mecanismos pelos quais a metformina pode inibir o crescimento tumoral. Por 
ativar a AMPK, a metformina inibe a sinalização via mTOR, induzindo a célula a entrar em G0 e 
inibindo a síntese protéica nas células tumorais. Adicionalmente, a metformina diminui os níveis de 
insulina circulantes, inibe a angiogênese e exerce efeito tóxico nas células tumorais. Modificado de 
KOURELIS e SIEGEL, 2011. 
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1.2. Leucina 

A leucina é um aminoácido essencial de cadeia ramificada, que sozinho 

corresponde a 8% dos aminoácidos nas proteínas corporais. Dentre os aminoácidos de 

cadeia ramificada (BCAA’s) incluem a valina (Val), isoleucina (Iso-Leu) e leucina (Leu). 

GARLICK (2005) realizou experimentos para analisar a síntese protéica em 

músculo esquelético de ratos, através da administração dos três BCAAs em conjunto e 

isolados (Val, Iso-Leu ou Leu), mostrando que a taxa de síntese protéica foi de 

aproximadamente 13%, na presença dos três BCAAs e, isoladamente, a Leu 

apresentou taxa estatisticamente igual. 

Os BCAAs têm função vital na regulação do metabolismo de proteínas. BCAAs 

exógenos, principalmente leucina, estimulam a síntese protéica na musculatura isolada 

ou perfundida de ratos, assim como através da administração oral in vivo (VENTRUCCI 

et al., 2007; GOMES-MARCONDES et al., 2003). Estudos em animais e em ensaios 

clínicos demonstraram que a suplementação com BCAAs aumenta o balanço de 

nitrogênio e recupera o organismo após lesões por queimaduras, danos por radiação, 

estresse pós-cirúrgico, sépsis e câncer (CHOUDRY et al., 2006). 

Trabalhos, tanto in vivo quanto in vitro, corroboram o fato de que dieta 

suplementada com leucina estimula a síntese protéica, principalmente em musculatura 

esquelética (GARLICK, 2005), podendo reverter o quadro de catabolismo protéico bem 

como diminuir a mobilização da musculatura esquelética de ratos portadores de tumor 

de Walker 256 (VENTRUCCI et al., 2004; GOMES-MARCONDES et al., 2003), 

principalmente pela inibição do sistema ubiquitina-proteossomo. 
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O estimulo à síntese protéica promovido pela leucina parece estar associado ao 

aumento do início da tradução de RNAm através do aumento no número de polissomos 

e aumento na taxa de formação do complexo de iniciação 40S (LYNCH et al., 2002). 

Insulina e os BCAAs influenciam a síntese protéica por ativar a mTOR (LYNCH 

et al., 2002), que, por sua vez, estimula etapas tardias de vias regulatórias da síntese 

protéica, como repressores de tradução, fator de iniciação eucariótico 4E (eIF4E) e a 

proteína quinase ribossomal 70 KDa (S6K1) (LYNCH et al., 2002), como esquematizado 

na figura abaixo (SURYAWAN e DAVIS, 2010). 

 

 

 

Figura 2: Conceitos recentes das vias de sinalização da insulina e aminoácidos que estimulam a 
síntese protéica induzida por mTORC1. A ligação da insulina ao seu receptor leva à fosforilação de 
IRS-1 e consequente aumento da atividade de PI3K. PI3K atua estimulando a atividade de PKB, que, 
por sua vez, fosforila proteína regulatórias associadas à mTOR, promovendo aumento em sua 
atividade e, consequentemente, estímulo para o processo de síntese protéica. Aminoácidos 
(especialmente a leucina) atuam sobre diferentes proteínas dessa via, regulando, em última instância,
a síntese protéica. IRS-1 (substrato do receptor de insulina), PI3K (fosfoinositídeo-3 Kinase), PKB
(proteína quinase B), TSC1/2 (complexo de esclerose tumoral 1 e 2), Rheb (homólogo da proteína 
Ras enriched in brain), PLD1 (fosfolipase D1), FKBP38 (proteína 38 de ligação à FK506), RagA-D 
(ras-related GTP binding A-D), mVps34 (mammalian vacuolar protein sorting 34), 4E-BP1 (proteína de
ligação ao fator de iniciação 4E), S6K1 (S6 quinase 1). Modificado de SURYAWAN e DAVIS, 2010. 
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1.3. Complexo ubiquitina-proteossomo 

A ubiquitina é um polipeptídeo com 76 resíduos de aminoácidos que 

desempenha funções essenciais em eucariotos através de sua conjugação covalente 

com outras proteínas intracelulares. A ubiquitinação regula muitas funções que são 

críticas para o funcionamento celular, frequentemente mediando a degradação seletiva 

de proteínas regulatórias por proteossomos, sendo a principal via de degradação 

protéica em eucariotos. A progressão do ciclo celular (KOEPP et al., 1999), a indução 

da resposta inflamatória (GHOSH et al., 1998) e a apresentação de antígenos (ROCK et 

al., 1999) são alguns dos muitos processos regulados por proteólise dependente do 

complexo ubiquitina-proteossomo (PICKART, 2001). 

A ubiquitinação de proteínas requer ações sequenciais de três enzimas: enzima 

ativadora de ubiquitina (E1), enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e ligase ubiquitina-

proteína (E3). Um tioéster é formado entre a extremidade C-terminal de uma glicina da 

ubiquitina e o sítio-ativo de cisteína. A ubiquitina é então transferida para o sítio-ativo de 

cisteína de E2 formando novamente um tioéster (PICKART, 2001). 

Durante o processo de degradação protéica que ocorre durante a caquexia, as 

proteínas miofibrilares são primeiramente conjugadas com ubiquitina, a qual funciona 

como sinal para a degradação por um grande complexo proteolítico, o proteossomo 

26S, o qual requer ATP para exercer suas funções (TISDALE, 1997). 

O proteossomo 26S é um complexo de 2.000 KDa com atividade de protease 

que degrada proteínas poliubiquitinizada por um processo dependente de ATP (VOGES 

et al., 1999). Apresenta núcleo catalítico, composto por unidade proteolítica chamada 

de proteossomo 20S, que é uma partícula em forma de barril composta de quatros 
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anéis sobrepostos com dois anéis α externos e dois β internos (FAROUT et al., 2003). 

Sítios catalíticos que contém resíduos de treonina são encontrados em três 

subunidades β (β1, β2, β5) (VOGES et al., 1999) as quais podem ser substituídas em 

células animais por 3 subunidades (β1i, β2i, β5i) que possuem sítio ativo que também 

pode ser induzido por interferon-γ (FAROUT et al., 2003). 

Principalmente dois complexos regulatórios podem se ligar ao anel α no final do 

proteossomo 20S. O 19S ou complexo PA700 contém aproximadamente 17 

subunidades e associa-se de maneira dependente de ATP ao proteossomo 20S para 

formar o proteossomo 26S, com peso molecular de 2.500 KDa. Esse proteossomo, na 

presença de ATP, degrada proteínas modificadas por uma cadeia de poliubiquitina 

(DEMARTINO e SLAUGHTER, 1999) e pode, em alguns casos, hidrolisar algumas 

proteínas não ubiquitinizadas (VERMA e DESHAIES, 2000). 

Em mamíferos, há outro complexo regulatório, o complexo 11S ou PA28, que é 

um anel heptamérico de 180 KDa, consistindo de duas subunidades homólogas α e β 

(LI e RECHSTEINER, 2001). Assim como o 19S, porém independentemente de ATP, 

esses anéis ligam-se a dois anéis α do proteossomo 20S. O complexo 11S ativa o 

proteossomo 20S e promove, por exemplo, a produção de peptídeos antigênicos 

apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade classe I (MHC-I, do 

inglês class I Major Histocompatibility Complex) (FAROUT et al., 2003) 

O esquema a seguir (Figura 3) ilustra o sistema ubiquitina proteossomo, desde a 

ligação da molécula de ubiquitina à enzima E1, sua conjugação coma enzima E2, a 

ligação da ubiquitina com a proteína a ser ubiquitinizada (realizada pela enzima E3) e 

os efeitos biológicos dessa ativação. 

 



12 
 

Figura 3: A ubiquitinização e degradação de substratos protéicos são obtidas por reações em série 
mediadas pelas enzimas do Sistema Ubiquitina Proteossomo (UPS). Na reação de ativação, a 
ubiquitina é transferida para uma enzima E1 de maneira ATP-dependente (passo 1). A ubiquitina 
ativada é subsequentemente transferida para uma enzima E2 na reação de conjugação (passo 2). A 
enzima E2, por sua vez, transporta a ubiquitina para a enzima E3, que também é conhecida como 
ubiquitina ligase (passo 3). E3 é importante não apenas por ligar covalentemente a ubiquitina à 
resíduos de lisina no substrato protéico, mas também por ser substrato-específica. Este processo de 
ligação pode ser repetido com a lisina da própria ubiquitina como substrato, o que leva a formação de 
cadeias de poli-ubiquitina na proteína-alvo. Enzimas deubiquitinizantes podem reverter o processo de 
ubiquitizinação do substrato (passo 4). A ligação da poli-ubiquitina tem várias consequências biológicas 
para a proteína à ela conjugada: Por exemplo, cadeias de poli-ubiquitina ligadas a resíduos de lisina 
nas posições 11 e 48 endereçam essas proteínas para degradação proteossômica (passo 5). De 
maneira oposta, cadeias lineares de poli-ubiquitina ligadas a resíduos de lisina nas posições 63 e 11 
promovem a montagem de complexos de sinalização (passo 6) .X, Y e Z indicam proteínas ligadas à 
ubiquitina. Pi, fosfato inorgânico; PPi, difosfato inorgânico. Ub, ubiquitina. Modificado de VUCIC et al., 
2011 apud KRIKOS et al., 1992). 

 

1.4. mTOR 

A mTOR (do inglês, mammalian Target Of Rapamycin) é uma quinase de 

proteínas que pertence à família da PIKK (phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-related 

kinase) (HAY et al., 2004; WULLSCHLEGER et al., 2006), formada por dois complexos 

multiprotéicos: mTORC1 (mTOR Complex 1) e mTORC2 (mTOR Complex 2). 

Fatores de crescimento (insulina ou IGF-1), nutrientes (aminoácidos e glicose), 

bem como sensores do ―status” energético celular (FINGAR et al., 2004; FENG et al., 

2005; WANG & PROUD, 2009) aumentam a função de mTORC1 e esse aumento foi 
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demonstrado através do aumento da fosforilação de S6 quinase ribossomal (S6K-1) e 

de 4E-BP1 (HARRIS & LAWRENCE, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A S6K-1 é a principal quinase nas células de mamíferos (AVRUCH et al., 2001) 

e, quando fosforilada, aumenta seletivamente a tradução de RNAm que codificam 

proteínas ribossomais e outros fatores de tradução (MEYUHAS, 2000), aumentando, 

desta maneira, a capacidade de tradução das células de uma maneira geral (INOKI et 

al., 2005). 

Figura 4: Controle da mTORC1 por aminoácidos. Este diagrama sumariza os dados recentes, 
mostrando as funções de Rag e MAP4K3. As linhas pontilhadas e pontos de interrogação denotam 
potenciais conexões entre vias de sinalização para serem identificadas. Adaptado de WANG & 
PROUD, 2009. 
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A etapa considerada como limitante da taxa de iniciação da tradução é a 

formação do complexo de iniciação eucariótico 4F (eIF4F) que modula o recrutamento 

da subunidade ribossomal 40S para o RNAm (MATHEWS et al., 2007). EIF4F é 

constituída por eIF4E (que interagem com o ―cap‖ de 7-metilguanosina presente na 

terminação 5’ de todos os RNAm transcritos no núcleo), pela helicase eIF4A e pela 

grande proteína estrutural eIF4G (GINGRAS et al., 1999). O complexo eIF4F é inibido 

por uma família de proteínas conhecidas como eIF4E-binding proteins (4E-BPs) que 

suprimem a tradução por competirem com a eIF4G pela ligação à eIF4E (GINGRAS et 

al., 1999) A ligação das 4E-BP’s ao eIF4E é regulado por fosforilação (GINGRAS et al., 

1999; PAUSE et al., 1994) e essa fosforilação pode ser afetada pela mTOR 

(WULLSCHLEGER et al., 2006). 

A mTORC1 é um complexo protéico que consiste de mTOR, raptor (regulatory 

associated protein of mTOR) e mLST8. A mTORC2 também é um complexo protéico, 

composto por mTOR e Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR), Sin-1 e 

proteínas mLST8. 

A atividade da mTOR em células neoplásicas é aumentada em muitos tipos de 

cânceres como resultado de alterações genéticas ou ativação anormal dos 

componentes da via PI3-k/Akt (FENG et al., 2005) contribuindo, dessa forma, para a 

desregulação da proliferação celular, crescimento e sobrevivência dessas células 

(HADAD et al., 2008), bem como inibição da síntese protéica (VENTRUCCI et al., 2001; 

VENTRUCCI et al., 2004). 

 



2. OBJETIVOS 

Considerando que o câncer, a segunda causa de morte entre as diversas 

patologias, ainda representa um grande desafio quanto ao seu prognóstico e 

tratamento, novos estudos quanto à suplementação nutricional e associação com 

fármacos serão de grande valia para a melhora da qualidade de vida e a sobrevida 

desses pacientes. 

Sabendo-se que a leucina atua na sinalização celular e que a metformina age 

inibindo a proliferação celular, tivemos por objetivos avaliar essa associação e seus 

efeitos sobre o crescimento de neoplasia maligna e o desenvolvimento do processo de 

caquexia em animais experimentais, na hipótese de preservar a massa magra corpórea 

(efeitos da sinalização da leucina e da metformina) com modulação do crescimento 

tumoral (efeitos da sinalização pela metformina). 

2.1. Objetivos específicos 

Em função do exposto acima, estudou-se animais portadores de 

carcinossarcoma de Walker 256, submetidos à suplementação nutricional com leucina 

e/ou tratados com metformina, comparando-os com animais controles com ou sem 

tumor, avaliando-se a variação de peso corpóreo e pesos relativos do coração, fígado, 

baço, adrenal, gordura perirrenal, gordura inguinal, gastrocnêmio e tumor, bem como a 

concentração sérica de proteínas totais, albumina, globulinas e glicose e concentração 

de proteína no músculo gastrocnêmio. 

O estudo da espoliação da massa corpórea em função do crescimento tumoral e 

os efeitos da associação entre suplementação nutricional e/ou tratamento com 
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metformina foi avaliado na musculatura esquelética (músculo gastrocnêmio), 

analisando-se o processo de síntese e degradação protéica, a taxa de incorporação de 

fenilalanina marcada com trício, expressão das proteínas eIF4G e 4E-BP1 

(relacionados ao processo síntese) e a taxa de liberação de tirosina no meio de 

incubação, expressão das proteínas 20S, 19S, 11S e E2 (relacionados ao processo de 

degradação protéica). 

Para estudarmos por quais vias de sinalização celular os processos de síntese 

ou degradação protéica estavam ou não sendo estimulados, avaliou-se a concentração 

sérica de GH e IGF-1 (hormônios anabólicos) e ACTH (hormônio relacionado com a 

ativação do processo de estresse e também com mobilização de substratos 

energéticos). 

Com o mesmo objetivo de avaliar a sinalização celular da musculatura estriada, 

analisou-se a concentração de IRS-1 (total e fosforilada), Stat-3 (total e fosforilada), 

Stat-6 (fosforilada), Jnk (total e fosforilada), Erk (total e fosforilada), Akt (total e 

fosforilada), p70S6K (total e fosforilada) no músculo gastrocnêmio, uma vez que essas 

são proteínas-chave no processo de ativação da mTOR para o processo de síntese 

protéica. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Ratos Wistar foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica 

na Área da Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB) da UNICAMP, e receberam 

dieta e água ad libitum, com controle de luz claro-escuro de 12-12 horas e temperatura 

de 22 ± 2ºC. 

As células tumorais foram obtidas do carcinossarcoma de Walker 256 (W), 

proveniente da linhagem do Banco de Tumores Christ Hospital Line, Arthur D'Little, 

EUA. Estas células foram mantidas in vivo, por inoculações na cavidade abdominal de 

ratos machos, feitas a cada sete dias. Após este período, foram retiradas as células 

neoplásicas da cavidade por punção e este líquido foi diluído na proporção 1:5. Cerca 

de 250.000 células viáveis (método de exclusão com azul de tripan) foram injetadas, no 

1º dia do experimento, no flanco direito dos ratos experimentais, segundo método 

descrito por GOMES-MARCONDES (1998). Os animais dos grupos controles 

receberam inoculação de 0,5 mL de solução fisiológica (0,9 g/dL) no tecido subcutâneo 

do flanco direito. O tumor foi detectado por apalpamento, após o período de 4 a 5 dias 

após a inoculação e a evolução de crescimento tumoral foi obtida a partir do calculado 

do seu tamanho segundo a fórmula:                                  

Sendo que p é o peso calculado do tumor; C é o comprimento; L é a largura; E é 

a espessura do tumor, segundo método descrito por GOMES-MARCONDES (1994). 

Os animais foram eutanasiados quando o peso calculado do tumor atingiu 10% 

da massa corpórea total, o que ocorreu entre 13 e 15 dias após a inoculação das 

células tumorais. Os animais pertencentes aos grupos controles foram eutanasiados 
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entre 13 e 15 dias após o início do experimento para que o período de tratamento com 

metformina e/ou leucina não fosse diferente entre os grupos. 

O protocolo experimental para manipulação dos animais com tumor foi aprovado 

segundo princípios éticos na Experimentação Animal (CEEA-IB-UNICAMP) segundo 

protocolo nº. 1763-1. 

3.1. Dietas e tratamento com metformina 

Os animais receberam dietas semipurificadas isocalóricas, definidas como: 

normoprotéica, que contem 18% de proteína normoprotéica, ou com suplementação de 

leucina (L), contendo 15% de proteína acrescida de 3% de L-leucina de acordo com 

AIN-93G (REEVES et al., 1993). As dietas foram compostas por cerca de 70% de 

carboidratos (sacarose, dextrina e amido), 7% de gordura (óleo de soja) e 5% de fibra 

(micro-celulose purificada). As dietas foram complementadas com mistura vitamínica e 

de sais minerais, bem como cistina e colina. A dieta controle contém 1,6% de L-leucina 

e a dieta com alto teor de leucina contem 4,6% de L-leucina conforme padronização em 

nosso laboratório. 

A metformina (M) foi administrada via gavagem intra-gástrica, na concentração 

de 36 mg x Kg-1 de peso corpóreo (STITH et al., 1998; COSTA, 2005). 

3.2. Protocolo experimental 

Ratos Wistar machos, com 28 ± 1 dias de idade (peso corporal médio de 107,5 g; 

SD = 15,11 g), foram distribuídos de acordo com a presença ou não do 
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carcinossarcoma de Walker 256 e presença ou não de tratamento com metformina e/ou 

leucina. Os animais foram distribuídos em oito grupos experimentais, a saber: 

A. Ratos jovens submetidos à dieta normoprotéica (C); 

B. Ratos jovens submetidos à dieta rica em L-leucina (L); 

C. Ratos jovens submetidos à dieta normoprotéica e tratados com 

metformina (CM); 

D. Ratos jovens submetidos à dieta rica em L-leucina e tratamento com 

metformina (LM); 

E. Ratos jovens submetidos à dieta normoprotéica e implante de 

carcinossarcoma de Walker 256 (W); 

F. Ratos jovens submetidos à dieta normoprotéica, implante de 

carcinossarcoma de Walker 256 e tratamento com metformina (WM); 

G. Ratos jovens submetidos à dieta rica em L-leucina e implante de 

carcinossarcoma de Walker 256 (LW); 

H. Ratos jovens submetidos à dieta rica em L-leucina, implante de 

carcinossarcoma de Walker 256 e tratamento com metformina (LWM). 

Os animais permaneceram em gaiolas coletivas durante todo o período 

experimental e foram pesados três vezes por semana. Para os animais com implante de 

carcinossarcoma de Walker, grupos W, WM, LW e LWM também foram avaliados o 

comprimento, largura e espessura do tumor para determinação de seu volume e peso 

calculado. 

Ao final do período experimental os animais foram eutanasiados por 

deslocamento cervical e foi coletado sangue para a análise de glicemia, concentração 

de IGF-1, GH e ACTH, e órgãos, tais como coração, fígado, baço, adrenal, gordura 
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inguinal, gordura perirrenal, músculo gastrocnêmio e tumor, para análise dos pesos 

absolutos e relativos e do conteúdo de proteínas teciduais totais. Foi retirado o músculo 

gastrocnêmio para ensaio de immunoblotting para análise da expressão de proteínas e 

ensaio de síntese e degradação protéica. 

3.3. Concentração sérica de glicose, proteínas totais, albumina e 

globulinas 

O sangue dos animais, coletado por punção cardíaca, após eutanásia dos 

animais, foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos, a 4 °C. 

A análise da concentração de glicose foi realizada utilizando-se amostras de 5 μL 

plasma distribuídas em placas de 96 poços e acrescentado 200 μL de reativo glicose 

oxidase-glicose peroxidase (Laborlab). Incubou-se a placa a 37 °C durante 10 minutos 

e realizou-se a leitura em espectrofotômetro com filtro de 540 nm (TRINDER, 1969). 

Para a dosagem de proteínas totais, 5 μL de plasma foram distribuídos em 

placas de 96 poços acrescidas com 200 μL de reagente biureto (Laborlab), incubadas a 

37 °C, por 15 minutos, e esperou-se que as amostras atingissem a temperatura 

ambiente para que, então, fossem lidas em espectrofotômetro com filtro de 540 nm 

(DOUMAS et al., 1971). 

A concentração de albumina foi determinada utilizando-se 5μL de amostra com 

200 μL de reagente verde bromocresol (Laborlab), distribuídas em placa de 96 poços e 

mantidas à temperatura ambiente por 10 minutos. Após esse período realizou-se a 

leitura em espectrofotômetro com filtro de 620 nm (DOUMAS et al., 1971). 
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A concentração sérica de globulina foi determinada subtraindo-se o valor da 

concentração de proteínas totais pelo valor da concentração de albumina do mesmo 

animal. 

3.4. Concentração de glicogênio hepático 

Amostras de fígado pesando aproximadamente 200 mg foram digeridas em 1 mL 

de KOH 30% em Banho-Maria por 15 minutos. Após a digestão, retiro-se 500 µL da 

amostra digerida e acrescento-se 500 µL de álcool etílico 96%. O volume do digerido foi 

determinado para posterior determinação do peso real da amostra. 

Os 500 µL de amostra digerida mais os 500 µL de álcool foram, então, fervidos e, 

posteriormente, centrifugados por 10 minutos a 2000 x g. O sobrenadante foi eliminado 

e ao pelet foi adicionado 20 µL de H2SO4 e 200 µL de NaOH 1N e resuspendido em 

vortex para posteriormente ser levado ao Banho-Maria por 10 minutos. 

Acrescentou-se 50 µL da amostra e 200 µL solução contendo 94% de ácido 

acético glacial, 6% de Orto-toluidina PA e 1 g/L de tiouréia. Posteriormente, as amostras 

foram novamente colocadas em Banho-Maria por 10 minutos. 

Após as amostras atingirem a temperatura elas foram, então, distribuídas em 

placas de 96 poços e lidas em espectrofotômetro com filtro de 620 nm (HASSID & 

ABRAHAMAS, 1957). 
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3.5. Análise da expressão de proteínas por immunoblotting 

O músculo gastrocnêmio foi homogeneizado com tampão de homogeneização 

(Tris Base 100 mM, Na4P2O7 10 mM, FNa 100 mM, Na3VO4 1mM, EDTA 10 mM, PMSF 

2mM, Aprotinina 0,1mg/mL, Triton X-100 1%, pH 7,4) e realizou-se análise do teor de 

proteína total (BRADFORD, 1976) e expressão de proteínas pertencentes ao sistema 

ubiquitína-poteossomo (subunidades proteossômicas 20S, 19S, 11S e E2), eIF4G, 4E-

BP1, bem como a expressão da proteína GAPDH como controle. Uma parte do 

homogeneizado muscular foi adicionada à uma parte de LAEMMLI 2X (4% SDS, 20% 

glicerol, 0.2 M DTT, 0.004% azul de bromofenol, 0.125 M Tris – pH 6,8). Utilizou-se a 

técnica de SDS-PAGE (8 a 12% de acrilamida para o gel de resolução e 4% para o gel 

de empilhamento) para fazer a separação de 40 g de proteína do homogeneizado 

muscular e posterior transferência para membrana de PVDF. A determinação da 

expressão de proteínas do sistema ubiquitina-proteossomo foi avaliada com anticorpos 

para as subunidades 20S (Affinity, diluição 1:2000), 19S (Affinity, diluição 1:500) e 

subunidade 11S (Affinity, diluição 1:2000), E2 (Affinity, diluição 1:1000), eIF4G (Santa 

Cruz Biotechnology, diluição 1:1000), 4E-BP1 (Santa Cruz Biotechnology, diluição 

1:1000) e GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, diluição 1:1500). A determinação da 

presença dessas proteínas foi realizada utilizando-se anticorpos secundários anti-rabbit 

para 19S, 11S, 4E-BP1 e GAPDH (Cell Signaling, diluição: 1:10000), anti-mouse para 

20S (Santa Cruz Biotechnology, diluição 1:2000) e anti-goat para E2 e eIF4G (Santa 

Cruz Biotechnology, diluição 1:2000). A reação de quimioluminescência foi realizada 

utilizando-se reagente quimioluminescente SuperSignal West Pico (Thermo Fisher 

Scientific). A análise densitométrica da banda protéica foi feita utilizando-se software 
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Image Capture (Amershan) e analisados segundo software Gel Pro II (Media 

Cybernetics). 

3.6. Análise de hormônios e vias de sinalização 

A análise da concentração dos hormônios GH, ACTH e IGF-1 e das proteínas 

sinalizadoras IRS-1 (total e fosforilada), Stat-3 (total e fosforilada), Stat-6 (fosforilada), 

Jnk (total e fosforilada), Erk (total e fosforilada), Akt (total e fosforilada), p70S6K (total e 

fosforilada) foi realizada utilizando-se beads conjugadas com anticorpos de captura 

específicos para cada proteína de interesse. 

Amostras de plasma (GH, ACTH e IGF-1) ou sobrenadante do homogeneizado 

de músculo gastrocnêmio (análise das demais proteínas de sinalização celular, 

descritas acima) foram aplicadas aos poços de placas multipoços, nas quais haviam 

sido aplicados, previamente, beads conjugadas com anticorpos contra as proteínas de 

interesse. A placa foi mantida overnight sob agitação e 4 °C e, após esse período, foi 

aplicado vácuo para que o material não acoplado às beads fosse eliminado. Seguiu-se 

com duas lavagens com tampão fornecido pelo fabricante (Millipore) e novamente 

aplicação de vácuo para remoção do tampão. Adicionou-se, então, biotina aos poços e 

a placa ficou sob agitação por 30 minutos a temperatura ambiente. Novamente aplicou-

se vácuo e posteriormente adicionou-se estreptavidina conjugada com ficoeritrina, 

seguindo-se com incubação sob agitação e a temperatura ambiente por 30 minutos. 

Após esse período, a estreptavidina conjugada com ficoeritrina não foi removida e foi 

adicionado tampão de amplificação fornecido pelo fabricante e nova incubação, sob 

agitação e a temperatura ambiente, por 15 minutos. Em seguida, as placas foram 

colocadas no equipamento Luminex® para detecção de fluorescência emitida pelas 
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amostras. A análise foi feita segundo software XPonent, utilizado com o equipamento 

Luminex®. 

3.7. Ensaio de síntese e degradação protéica 

O músculo gastrocnêmio esquerdo de cada animal foi dissecado e colocado em 

tubos de perfusão com tampão Krebs-Hanseleits (KHB) e incubado a 37 ºC com 

agitação contínua e gaseamento com 95% de 02 e 5% de CO2 (VARY et al., 1998; 

FEDELE et al., 2001). 

Os músculos foram previamente incubados, por 30 minutos, e após esse período 

foi adicionado novo tampão KHB suplementado com solução de fenilalanina (75 mol 

de fenilalanina e 5 Ci de L-[2,6-3H]fenilalanina/mL, Amershan). Ao final de 2 horas de 

incubação, os músculos foram retirados do meio, secados, pesados, congelados em 

nitrogênio líquido e guardados a –20 ºC. O meio de incubação foi estocado, também, a 

–20 ºC para posterior determinação de fenilalanina marcada. 

Os músculos foram homogeneizados em TCA a 30%, seguido de centrifugação a 

10.000 x g por 15 minutos a 4 ºC. O pellet foi lavado duas vezes com TCA 10% para 

eliminar a radioatividade do sobrenadante. O pellet final foi ressuspendido em NaOH 1N 

e incubado a 40 ºC por 30 minutos. Alíquotas foram analisadas quanto ao teor de 

proteína (BRADFORD, 1976) e medida radioatividade com líquido de cintilação em 

contador  (LS 6000TA Beckman Coulter). A taxa de síntese protéica foi calculada 

dividindo-se a concentração de fenilalanina incorporada no precipitado protéico pela 

radioatividade da fenilalanina no meio de incubação. A síntese protéica foi expressa em 
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contagem de radioatividade por minuto (CPM) de fenilalanina incorporada por miligrama 

de proteína por hora.  

Músculo gastrocnêmio contralateral foi utilizado para análise da degradação 

protéica, expressa em unidades de fluorescência de tirosina por miligramas de proteína 

por hora. A liberação de tirosina foi medida na solução de incubação do músculo, 

segundo método descrito por LORITE e colaboradores (1998). O músculo foi 

previamente incubado por 30 minutos a 37 ºC com meio RPMI 1670 sem fenol, após 

este período o músculo foi incubado com solução KHB acrescido de cicloheximida 0.5 

mM por 2 horas a 37 ºC, gaseado com 5% de CO2 e 95% de O2. Após este período, 

uma alíquota do meio de incubação foi precipitada com TCA 30% seguido por 

centrifugação a 10.000 x g por 10 minutos. A dosagem de tirosina do sobrenadante foi 

medida fluorimetricamente segundo método de WAALKES & UDENFRIEND (1957), 

utilizando-se reagente 1-nitroso-2-naphthol e ácido nítrico 20%. 

A relação entre a taxa de síntese protéica (incorporação de fenilalanina) e 

degradação protéica (liberação de tirosina) no músculo gastrocnêmio foi realizada para 

demosntrar o turnover protéico. 

3.8. Análise estatística 

Utilizou-se o software GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software), utilizando-se 

das médias e erro padrão das médias e comparação dos múltiplos grupos por análise 

de variância (ANOVA), seguido do teste de Bonferroni para detecção de diferenças 

significativas entre os grupos, para probabilidade menor que 5% (GAD & WEIL, 1994). 
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4. RESULTADOS 

 
4.1. Parâmetros Somáticos 

Para analisarmos se o tratamento com metformina (36 mg por quilo de peso) foi 

eficiente, foi realizada a dosagem do glicogênio hepático. Como observado na Figura 5, 

a concentração de glicogênio hepático nos animais do grupo CM foi, aproximadamente, 

65% maior que nos animais do grupo C, indicando que a concentração de metformina 

foi eficaz. 

 

 

Para analisarmos os efeitos caquéticos que o desenvolvimento neoplásico 

promove nos animais e se o tratamento com metformina e/ou suplementação nutricional 

com leucina melhoraram ou não o quadro de caquexia, analisamos alguns parâmetros 

somáticos como o peso da carcaça e o peso relativo de coração, fígado, baço, glândula 

adrenal, gordura perirrenal e inguinal e músculo gastrocnêmio. 
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Figura 5: Concentração de glicogênio hepático. Legenda: C, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; Resultados 
expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 7 para o grupo C e 10 
para o grupo CM. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1. * p<0,05 em relação a C. 
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Figura 6: Peso da carcaça nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à 
dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L,
ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica tratados com 
metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de 
Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do
tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados 
expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 16 para os grupos C, W, 
L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM; Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com
excesso de 3% de leucina. * p<0,05 em relação a C; ** p<0,001 em relação a C. 

O peso da carcaça apresentou-se diminuído em todos os grupos portadores de 

tumor. Os animais dos grupos W, LW e WM apresentaram peso da carcaça, 

aproximadamente, 18% menores que os animais do grupo C, sendo que os animais do 

grupo LWM apresentaram diminuição menos pronunciada, já que a redução foi de 14% 

quando comparados à média dos pesos da carcaça dos animais do grupo C (Figura 6). 

Entre os grupos não portadores de tumor (C, L, CM e LM) não houve variação no 

peso da carcaça e todos os grupos apresentaram pesos muito semelhantes aos do 

grupo C (Figura 6). 

 

O peso relativo do coração não foi alterado pela presença do tumor e também 

não foi alterado pela presença de tratamento com metformina e ou leucina (Figura 7). 
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O peso relativo do fígado apresentou-se muito aumentado nos animais dos 

grupos portadores de tumor. Os animais dos grupos W e LWM apresentaram peso 

médio, aproximadamente, 20% maior que os animais do grupo C, enquanto que nos 

animais do grupo LW o aumento do peso relativo médio do fígado foi de 25%, quando 

comparado ao grupo C (Figura 8). Dos grupos portadores de tumor, o que apresentou 

aumento menos pronunciado foi o grupo WM, já que o aumento foi de, 

aproximadamente, 11% em relação ao grupo C (Figura 8).  

O peso relativo médio do fígado dos animais pertencentes aos grupos não 

portadores de tumor (C, L, CM e LM) não apresentaram variação, sendo que todos 

apresentaram pesos relativos muito semelhantes ao grupo C, com pode ser observado 

na Figura 8. 
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Figura 7: Peso relativo do coração em relação à carcaça nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker 
submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos 
à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina 
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em 
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com 
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de 
animais igual a 16 para os grupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM; Tratamento 
com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. 
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O peso relativo do baço apresentou-se muito aumentado em todos os grupos 

portadores de tumor (Figura 9). Nos grupos W e WM, o peso relativo médio do baço foi 

110% maior do que o observado nos animais do grupo que C, enquanto que no grupo 

LW foi cerca de 120% maior que no grupo C (Figura 9). Nos animais do grupo LWM 

esse aumento foi cerca de 140% em comparação ao grupo C (Figura 9). 

Não houve alteração estatisticamente significativa no peso relativo médio do 

baço em relação à carcaça entre os grupos portadores de tumor (Figura 9). Os grupos 

não portadores de tumor também não apresentaram variação estatisticamente 

significativa nesse parâmetro (Figura 9)  

 

Figura 8: Peso relativo do fígado em relação à carcaça nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker 
submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos 
à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados 
com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, 
ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; 
LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com 
metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 
16 para os grupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento com metformina: 
36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. * p<0,05 em relação a C; ** p<0,01 em relação a 
C; ***p<0,001 em relação a C. 
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Figura 9: Peso relativo do baço em relação à carcaça nos diferentes grupos experimentais. Legenda: 
C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à 
dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 16 para os 
grupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x 
Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relação a C. 
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Figura 10: Peso relativo da glândula adrenal em relação à carcaça nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker 
submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à 
dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos 
portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 16 para os 
grupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-

1.Dieta com excesso de 3% de leucina.** p<0,01 em relação a C. *** p<0,001 em relação a C 

 

O peso relativo da glândula adrenal apresentou-se aumentado em todos os 

grupos portadores de tumor (W, LW e WM foram, aproximadamente, 75% maior que C; 

LWM foi 50% maior que o grupo C) (Figura 10). 
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O peso relativo da gordura perirrenal apresentou-se bastante diminuído em todos 

os grupos portadores de tumor (Figura 11). O grupo W mostrou redução de cerca de 

70% em relação ao grupo C, enquanto que nos grupos portadores de tumor submetidos 

à dieta com excesso de 3% de leucina (LW e LWM) houve redução de 60% no peso 

relativo da gordura perirrenal, quando comparados ao grupo C (Figura 11). No grupo 

portador de tumor tratado com metformina (WM) também houve redução na 

porcentagem de gordura perirrenal, porém essa redução foi menos intensa. Os animais 

do grupo WM apresentaram peso relativo médio da gordura perirrenal, 

aproximadamente, 65% menor que C (Figura 11). 

Embora não tenha ocorrido diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos não portadores de tumor, os grupos tratados com metformina apresentaram 

tendência de diminuição do peso relativo da gordura perirrenal, sendo que essa 

redução foi de, aproximadamente, 20% no grupo CM em relação ao grupo C e de, 

aproximadamente, 7% no grupo LM em relação ao grupo C (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Peso relativo da gordura perirrenal em relação à carcaça nos diferentes grupos 
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor 
de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em 
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica 
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados 
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de
animais igual a 16 para os grupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento 
com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relação a C. 
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Figura 12: Peso relativo da gordura inguinal em relação à carcaça nos diferentes grupos 
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de 
Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em 
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica 
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados 
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de 
animais igual a 16 para os grupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento 
com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. * p<0,05 em relação a C; ** 
p<0,001 em relação a C. 

O peso relativo da gordura inguinal também foi muito diminuído em todos os 

grupos portadores de tumor, sendo que nos grupos W, LW e LWM essa redução foi de, 

aproximadamente, 60% enquanto que no grupo WM foi de 50%, quando comparados 

ao grupo C (Figura 12). 

Entre os animais não portadores de tumor não houve variação estatisticamente 

significativa. Porém, o grupo CM apresentou redução de 5% em relação ao grupo C 

(Figura 12). 

 

 

O peso relativo do músculo gastrocnêmio foi reduzido em todos os grupos 

portadores de tumor , porém essa redução foi menor nos animais tratados com 

metformina e/ou leucina. O grupo W apresentou redução de 20% do peso relativo 
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médio do músculo gastrocnêmio quando comparado ao grupo C, enquanto que os 

animais dos grupos LW, WW e LWM apresentaram redução de 15%, quando 

comparados ao grupo C (Figura 13). Porém não houve variação estatisticamente 

significativa entre as diferenças encontradas entre os grupos portadores de tumor que 

receberam algum tratamento (metformina e/ou leucina) quando comparados aos 

animais do grupo W. (Figura 13). De maneira semelhante, não houve variação no peso 

relativo médio do músculo gastrocnêmio entre os grupos não portadores de tumor 

(Figura 13). 

 

 

O peso relativo do tumor em relação à carcaça não foi alterado nos diferentes 

grupos experimentais (Figura 14). 

Figura 13: Peso relativo do músculo gastrocnêmio em relação à carcaça nos diferentes grupos 
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de 
Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em 
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica 
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados 
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de 
animais igual a 16 para os grupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento 
com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. ** p<0,01 em relação a C; *** 
p<0,001 em relação a C. 
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Figura 14: Peso relativo do tumor em relação à carcaça nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica; LW, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de 
Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do 
tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados 
expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 16 para os grupos C, W, 
L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com 
excesso de 3% de leucina. 

 

4.2. Parâmetros Séricos e Teciduais 

Parâmetros séricos (concentração de glicose, proteínas totais, albumina, 

globulinas, GH, IGF-1 e ACTH) e teciduais (concentração de proteína e taxa de síntese 

e degradação protéica no músculo gastrocnêmio) foram analisados para avaliar o 

estado caquético dos animais portadores de tumor. 

A concentração sérica de glicose foi muito diminuída em todos os grupos 

portadores de tumor, sendo que nos grupos W e WM essa redução foi de, 

aproximadamente, 50% enquanto que nos grupos LW e LWM a redução foi de 40%, 

quando comparados ao grupo C (Figura 15). Embora a concentração de glicose nos 

grupos LW e LWM tenham sido aproximadamente 20% maiores que no grupo W, essa 

diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 15). 

A concentração sérica de glicose não foi alterada nos grupos não portadores de 

tumor, independentemente do tratamento com metformina e/ou suplementação com 

leucina (Figura 15). 
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A concentração sérica de proteínas totais apresentou-se diminuída 

aproximadamente 20% em todos os grupos portadores de tumor quando comparados 

ao grupo C, já os grupos não portadores de tumor não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa entre si (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C W L CM LM LW WM LWM
0

25

50

75

100

*
*

*
*

Grupos

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 (
m

g
/d

L
)

Figura 15: Concentração sérica de glicose nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 8 para os 
grupos C, W, L, CM, LM, e WM e 7 para os grupos LW e LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x 
Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relação a C. 
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Figura 16: Concentração sérica de proteínas totais nos diferentes grupos experimentais. Legenda: 
C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à 
dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 8 para os 
grupos C, W, L, CM, LM, e WM e 7 para os grupos LW e LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x 
Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relação a C. 
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A concentração sérica de albumina apresentou-se diminuída aproximadamente 

25% em todos os grupos portadores de tumor, quando comparados ao grupo C (Figura 

17). Os grupos não portadores de tumor não apresentaram variação na concentração 

sérica de albumina, como pode ser observado na Figura 17. 

 

A concentração sérica de globulinas apresentou-se diminuída em todos os 

grupos portadores de tumor. Porém, como pode ser observado na Figura 18, essa 

diminuição foi estatisticamente significativa apenas no grupo W, quando comparado ao 

grupo C, sendo que W foi, aproximadamente, 15% menor que C. Entre os grupos 

portadores de tumor, não houve variação estatisticamente significativa quando 

comparados ao grupo W (Figura 18). De maneira semelhante, entre os grupos não 

portadores de tumor, não houve variação estaticamente significativa quando 

comparados ao grupo C (Figura 18). 

C W L CM LM LW WM LWM
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

*** *** *** ***

C
o

n
c
e
n

tr
a
ç
ã
o

 (
g

/d
L

)

Figura 17: Concentração sérica de albumina nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 8 para os 
grupos C, W, L, CM, LM e WM e 7 para os grupos LW e LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x 
Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relação a C. 



37 
 

 

 

Embora as variações na concentração de GH não tenham sido estatisticamente 

significativas, é possível observar que, com exceção do grupo LWM, os grupos 

portadores de tumor apresentaram concentrações de GH menores que os grupos não 

portadores de tumor (Figura 19). A concentração de GH no grupo W foi reduzida em 

50%, quando comparado ao grupo C, enquanto que no grupo LW e WM essa redução 

foi de 80% e 70%, respectivamente, quando comparados ao grupo C. A concentração 

de GH no grupo LWM foi aumentada em, aproximadamente, 80% quando comparado 

ao grupo C (Figura 19). 

Dentre os grupo não portadores de tumor também houve variação na 

concentração de GH, sendo que o grupo L teve aumento de 80% quando comparado 

ao grupo C, enquanto que no grupo CM o aumento foi de 20% quando comparado ao 

grupo C. O grupo LM, quando comparado ao grupo L, apresentou aumento de 40% na 

concentração de GH (Figura 19). 

C W L CM LM LW WM LWM
0

1

2

3

4

5

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 (
g

/d
L

)

**

Figura 18: Concentração sérica de globulinas nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, 
ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 8 para os 
grupos C, W, L, CM, LM e WM e 7 para os grupos LW e LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x 
Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina.** p<0,01 em relação a C. 
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A concentração de IGF-1 teve padrão similar ao observado na concentração de 

GH, tendo em vista que o GH tem efeitos fisiológicos diretos e indiretos mediados pelo 

fator de crescimento semelhante a insulina – IGF-1. 

A concentração de IGF-1 apresentou-se muito diminuída em todos os grupos 

portadores de tumor (cerca de 90% menor no W, 95% nos grupos LW e WM e 85% no 

LWM em relação ao grupo C), como pode ser observado na Figura 20. 

Dos grupos não portadores de tumor, apenas o grupo CM apresentou diferença 

estatisticamente significativa quando comparado ao grupo C (CM foi 45% menor que o 

grupo C) (Figura 20). Porém, a concentração de IGF-1 foi reduzida em 14% no grupo L, 

quando comparada ao grupo C. No grupo LM a redução foi de, aproximadamente, 30%, 

quando comparado ao grupo L (Figura 20). 
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Figura 19: Concentração de GH sérico nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 3 por grupo. 
Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina 
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Figura 21: Concentração de ACTH sérico nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 3 por grupo.
Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. 

 

As concentrações de ACTH nos grupos portadores de tumor foram aumentadas 

em relação ao grupo C (maior em cerca de 90% no W, 100% no LW, 60% no WM, e 

16% no LWM em relação ao grupo C), embora essas diferenças não sejam 

estatisticamente significativas (Figura 21). 
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Figura 20: Concentração sérica de IGF-1 nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 10 por grupo. 
Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. ** p < 0,01 em 
relação a C; *** p < 0,001 em relação a C. 
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A concentração de proteína no músculo gastrocnêmio não foi estatisticamente 

diferente entre os grupos experimentais (Figura 22). Porém, o grupo W apresentou 5% 

de redução na concentração de proteína quando comparado ao grupo C. Os grupos LW 

e WM apresentaram 4% e 5% de aumento, respectivamente, na concentração de 

proteína muscular quando comparados ao grupo W (Figura 22). 

Dentre os grupo não portadores de tumor houve aumento na concentração de 

proteína no musculo gastrocnêmio nos grupos CM e LM. O grupo CM foi 10% maior 

que o grupo C, enquanto que o grupo LM foi 5% maior que C. O grupo LM também 

apresentou variação na concentração de proteína muscular quando comparado ao 

grupo L, sendo que LM foi 4% (Figura 22). 
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Figura 22: Concentração de proteína no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker 
submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos 
à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina 
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em 
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com 
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de 
animais igual a 8 para os grupos C, W, L, CM, LM e WM e 7 para os grupos LW e LWM. Tratamento 
com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. 
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Embora a concentração de tirosina liberada no meio de incubação tenha sido 

maior em todos os grupos portadores de tumor, com exceção do grupo LWM, esse 

aumento não foi estatisticamente significativo (Figura 23). Os grupos W, LW e WM 

foram cerca de 40% maior que o grupo C, enquanto que o grupo LWM foi cerca de 30% 

maior que C (Figura 23). 

Os grupos não portadores de tumor tiveram aumento de, aproximadamente, 20% 

na concentração de tirosina liberada para o meio de incubação, quando comparados ao 

grupo C (Figura 23). 

 

Embora a diferença na concentração de fenilalanina marcada com trício 

incorporada no músculo gastrocnêmio não tenha sido estatisticamente significativa 

entre os grupos experimentais, é possível observar aumento de 230% desse 

aminoácido no músculos dos animais do grupo L quando comparados aos animais do 
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Figura 23: Concentração de tirosina no meio de incubação nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker 
submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos
à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina 
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em 
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com 
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de 
animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de 
leucina. 
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Figura 24: Concentração de fenilalanina no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos 
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de 
Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em 
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica 
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados 
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de
animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de 
leucina. 

grupo C (Figura 24), e também nos outros grupos suplementadas com leucina 

observou-se tendência ao aumento da incorporação de fenialanina, sendo que LM foi 

60% maior que C. 

Entre os grupos portadores de tumor, como pode ser observado na Figura 24, o 

grupo LW apresentou taxa de incorporação de fenilalanina 90% maior que o grupo C e 

cerca de 130% maior que o grupo W. 

 

A razão entre síntese protéica (representada como incorporação de fenilalanina 

no músculo gastrocnêmio) e degradação (representada como liberação de tirosina no 

meio de incubação no qual o músculo gastrocnêmio foi imerso), em relação ao grupo 

controle, mostrou que os animais portadores de tumor apresentaram redução do 

turnover protéico. Porém, essa diminuição foi mais pronunciada no grupo W, sendo 
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aproximadamente 90% menor que o grupo C. Com relação aos grupos não portadores 

de tumor, verificou-se que houve expressivo aumento do balanço protéico no grupo L, 

sendo aproximadamente 115% maior que no grupo C, como pode ser observado na 

Figura 25. 

 

4.3. Vias de Sinalização Celulares 

A concentração de IRS-1 total foi bastante alterada em todos os grupos 

portadores de tumor, quando comparados ao grupo C (W e LW foram 85% menor; WM 

e LWM foram 90% menor). Embora o tratamento com metformina tenha diminuído a 

concentração de IRS-1 total nos grupos não portadores de tumor (CM e LM), essa 

diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 26A). Embora tenha ocorrido 
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Figura 25: Razão entre síntese e degradação protéica no músculo gastrocnêmio nos diferentes 
grupos experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de 
tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, 
ratos submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica 
em leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e 
tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em 
leucina e tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. 
Número de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com 
excesso de 3% de leucina. 
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diminuição na concentração de IRS-1 fosforilada nos grupos W e, principalmente LWM, 

essa diminuição não foi estatisticamente significativa (Figura 26B). 

A relação entre IRS-1 fosforilada e IRS-1 total foi bastante aumentada em todos 

os grupos portadores de tumor, com exceção do grupo (LWM 4,6 vezes maior que C; 

LW foi 5.6 vezes maior que C; WM foi 11,6 maior que C) (Figura 26C). 

 
 

Figura 26: (A) concentração de IRS-1 total, (B) concentração de IRS-1 fosforilada e (C) relação entre 
as concentrações de IRS-1 fosforilada e IRS-1 total no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos 
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor 
de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em 
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica 
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados 
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Figura C: 
resultados expressos como relação entre a média dos valores da proteína fosforilada pela média da 
proteína total. Número de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-

1.Dieta com excesso de 3% de leucina.* p<0.05 em relação ao grupo C. 
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As diferenças na concentração de Stat-3 total (signal transducer and activator of 

transcription 3) não foram estatisticamente significativas (Figura 27A), embora haja 

tendência ao aumento nos grupos sem tumor (L, CM e LM) e também nos grupos com 

tumor, principalmente nos W e LWM. Com padrão similar, observou-se que a 

concentração de Stat-3 fosforilada não apresentou alteração estatisticamente 

significativa entre os grupos experimentais (Figura 27B), embora haja tendência ao 

aumento nos grupos sem tumor (L, CM e LM) e no grupo com tumor LW. 

A relação entre Stat-3 fosforilada e Stat-3 total também não apresentou alteração 

estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura 27C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: (A) concentração de Stat-3 total, (B) concentração de Stat-3 fosforilada e (C) relação 
entre Stat-3 fosforilada e Stat-3 total no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker 
submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos 
à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina 
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em 
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com 
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Figura C: 
resultados expressos como a relação entre a média dos valores da proteína fosforilada pela média 
da proteína total. Número de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-

1.Dieta com excesso de 3% de leucina.  

C W L CM LM LW WM LWM
0.0

0.1

0.2

0.3

A

S
ta

t-
3 

- T
o

ta
l

U
n

id
ad

es
 R

el
at

iv
as

 d
e

F
lu

o
re

sc
ên

ci
a 

/
 g

p
ro

te
ín

a

C W L CM LM LW WM LWM
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4
B

P
-S

ta
t-

3
U

n
id

a
d

e
s
 R

e
la

ti
v
a
s
 d

e
F

lu
o

re
s
c
ê
n

c
ia

 /


g
p

ro
te

ín
a

C W L CM LM LW WM LWM
0.0

0.5

1.0

1.5

P
-S

ta
t-

3 
/ 

S
ta

t-
3 

to
ta

l

C



46 
 

Embora a concentração de Stat-6 fosforilada (signal transducer and activator of 

transcription 6, induzido por interleucina 4)  tenha sido aumentada nos grupos W e LW, 

quando comparados ao grupo C, essa diferença não foi estatisticamente significativa 

(Figura 28). 

 

A concentração de Jnk total (c-Jun N-terminal kinase) não foi significativamente 

alterada nos grupos experimentais (Figura 29A). Porém, tendeu a ser reduzida nos 

grupos com leucina e metformina (LM e LWM). O grupo LM foi 30% menor quando 

comparado ao grupo C, 20% menor quando comparado ao grupo L e 15% quando 

comparado ao grupo CM (Figura 29A). O grupo LWM foi 15% menor quando 

comparado aos grupos W e LW (Figura 29A). 

A concentração de Jnk fosforilada foi ligeiramente menor em todos os grupos 

quando comparados ao grupo C, porém a diferença não foi estatisticamente 
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Figura 28: concentração de Stat-6 fosforilada no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos 
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor 
de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em 
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica 
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados 
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e 
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de 
animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de 
leucina. 
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significativa (Figura 29B). O grupo LM apresentou redução de 40% quando comparado 

ao grupo C e de 20% quando comparado ao grupo L (Figura 29B) 

A relação entre Jnk fosforilada e JnK total não foi alterada nos diferentes grupos 

experimentais (Figura 29C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A concentração de Erk total (extracellular signal-regulated kinase) apresentou-se 

diminuída em todos os grupos portadores de tumor, porém apenas nos grupos W e 

LWM essa diferença foi estatisticamente significativa (sendo menor em cerca de 16% 

no grupo W e 30% no grupo LWM em relação ao C) (Figura 30A). A concentração de 

Erk fosforilada apresentou diminuição estatisticamente significativa nos grupos LM e 
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Figura 29: (A) concentração de Jnk total, (B) concentração de Jnk fosforilada e (C) relação entre 
Jnk fosforilada e Jnk total no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos experimentais. Legenda: 
C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à 
dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Número de animais igual a 8 por grupo. 
Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. 
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LWM, quando comparados ao grupo C (cerca de 43% e 54% nos LM e LWM, 

respectivamente, em relacão ao C) (Figura 30B). 

A relação entre Erk fosforilada e Erk total foi estatisticamente significativa apenas 

no grupo LM quando comparado ao grupo C (LM foi cerca de 40% menor que C) 

(Figura 30C). 

 

A concentração de Akt total (também conhecida como protein kinase B, PKB) 

apresentou-se cerca de 70% aumentada no grupo WM quando comparado ao grupo W 

(Figura 31A).  

Figura 30: (A) concentração de Erk Total, (B) concentração de Erk fosforilada e (C) relação entre Erk 
fosforilada e Erk total no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica 
tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, 
ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor 
de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor 
de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados expressos como 
média e erro padrão da média. Número de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 
mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. * p < 0,01 em relação a C; § p < 0,01 em relação a W. 
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Figura 31: (A) concentração de Akt total, (B) concentração de Akt fosforilada e (C) relação entre Akt 
fosforilada e Akt total no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica 
tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, 
ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor 
de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor 
de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados expressos como 
média e erro padrão da média. Número de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 
mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. § p < 0,05 em relação a W; §§ p < 0,005 em relação a W; 
# p<0,05 em relação a LM. 
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A relação entre Akt fosforilada e Akt total foi diminuída nos grupos L, CM e LM 

quando comparados ao grupo C, porém não houve diferença estatisticamente 

significativa (Figura 31C). Nos grupos portadores de tumor houve aumento dessa 

relação, quando comparados ao grupo C, porém apenas no grupo WM, quando 

comparado ao grupo W, observou-se diferença estatisticamente significativa (WM foi 

55% menor que W) (Figura 31C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A concentração de p70S6K total (p70 Ribossomal S6 kinase) não apresentou-se 

alterada entre os diferente grupos experimentais (Figura 32A), tendendo a elevação nos 
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grupos W e WM. A concentração de p70S6K fosforilada também não apresentou 

diferença estatisticamente significativa entre os diferentes grupos experimentais (Figura 

32B), mostrando também tendência a elevação no grupo W. 

A relação entre p70S6K fosforilada e p70S6K total não apresentou diferença 

estatisticamente significativa entre os diferentes grupos experimentais (Figura 32C).  

 

A expressão da proteína GADPH foi semelhante em todos os grupos 

experimentais (Figura 33), correspondendo ao padrão de controle interno e também de 

mesma concentração de proteína para todos os grupos experimentais. 
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Figura 32: (A) concentração de p70S6K total, (B) concentração de p70S6K fosforilada e (C) relação entre 
p70S6K fosforilada e p70S6K total no músculo gastrocnêmio nos diferentes grupos experimentais. 
Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos 
submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à 
dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos 
portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-

1.Dieta com excesso de 3% de leucina. Número de animais igual a 8 por grupo. 
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A expressão de eIF4G não apresentou diferença estatisticamente significativa 

entre os grupos, apesar do ligeiro aumento verificado nos grupos W, CM, LM e LW 

(Figura 34). 

Figura 33: Expressão da proteína GADPH nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média das porcentagens dos grupos em relação 
ao grupo C. Número de animais por grupo igual a 3. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta 
com excesso de 3% de leucina. 
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Figura 34: Expressão da proteína eIF4G nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média das porcentagens dos grupos em relação 
ao grupo C. Número de animais igual a 3 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta 
com excesso de 3% de leucina. 
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A expressão de 4E-BP1 não apresentou diferença estatisticamente significativa 

entre os grupos, porém houve tendência de aumento nos grupos LW e WM (Figura 35). 

 

 

 

A expressão da proteína 20S não se apresentou alterada nos diferentes grupos 

experimentais (Figura 36A). Já a expressão de 19S, embora não tenha sido 

estatisticamente significativo, mostrou-se ligeiramente aumentada nos grupos WM e 

LWM (Figura 36B). A expressão da proteína 11S foi diminuída em cerca de 50% no 

grupo LW quando comparada ao grupo L (Figura 36C) e tendeu a elevação no grupo 

W. 

 

Figura 35: Expressão da proteína 4E-BP1 nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, 
ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; 
LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com 
metformina. Resultados expressos como média e erro padrão da média das porcentagens dos 
grupos em relação ao grupo C. Número de animais igual a 3 por grupo. Tratamento com
metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. 

C W L CM LM LW WM LWM
0

100

200

300

 4
E

-B
P

1
%

em
 r

el
aç

ão
 a

o
co

n
tr

o
le



53 
 

 

A expressão da proteína E2 foi diminuída em todos os grupos experimentais 

quando comparados ao grupo C, porém essas diferenças não foram estatisticamente 

significativas (Figura 37). 

Os grupos portadores de tumor (W, LW, WM e LWM) apresentaram redução de 

20% na expressão de E2 (Figura 37). 

Figura 36: (A) expressão da proteína 20S, (B) expressão da proteína 19S e (C) expressão da 
proteína 11S nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos 
submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica tratados com 
metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor 
de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do 
tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados 
expressos como média e erro padrão da média das porcentagens dos grupos em relação ao grupo 
C. Número de animais igual a 4 por grupo.* p<0,05 em relação a L. Tratamento com metformina: 36 
mg x Kg-1.Dieta com excesso de 3% de leucina. 
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Dentre os grupos não portadores de tumor, o grupo L apresentou redução de 

35%, o grupo CM de 50% e o grupo LM de 60%, quando comparados ao grupo C 

(Figura 37). 
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Figura 37: Expressão da proteína E2 nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta 
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com 
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, 
ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. 
Resultados expressos como média e erro padrão da média das porcentagens dos grupos em relação 
ao grupo C. Número de animais igual a 3 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg-1.Dieta 
com excesso de 3% de leucina. 
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5. DISCUSSÃO 

O crescimento tumoral promove grande perda de massa corpórea magra, atrofia 

muscular, anemia e alterações no metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas 

(ARGILÉS et al., 2003) em função da intensa demanda por nutrientes. No presente 

estudo verificamos que em resposta aos efeitos do crescimento tumoral houve grande 

diminuição das reservas corpóreas, que incluem massa corpórea magra e gordura, 

como mostrado pelos dados referentes ao peso da carcaça (Figura 6), gordura 

perirrenal (Figura 11), gordura inguinal (Figura 12), em todos os grupos portadores de 

tumor (W, LW, WM e LWM). Esse fato também pode estar associado aos parâmetros 

séricos, sendo a proteína total sérica (Figura 16) a primeira desses parâmetros 

relacionada ao estado caquético associada à desnutrição, como também pelo 

decréscimo das concentrações séricas de albumina (Figura 17) e globulinas (Figura 18). 

Os menores valores encontrados nos animais portadores de tumor demonstram a 

intensa espoliação protéica sofrida em função da rápida evolução da neoplasia. 

A presença do tumor de Walker estimula a resposta inflamatória no início do 

desenvolvimento da massa tumoral, porém, em estágios mais avançados, há 

diminuição da resposta inflamatória do hospedeiro (ZYNGIER et al., 1991). Esse 

aumento inicial da resposta inflamatória pode ser a causa do maior peso relativo do 

baço encontrado nos animais portadores de tumor (Figura 9). Em resultados prévios em 

nosso laboratório, os animais portadores de tumor apresentam elevada secreção de 

corticosteróides e catecolaminas. Esse aumento poderia estar associado à resposta 

inflamatória promovida pela presença do tumor, que estimula a produção e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1 e IL-6, que, por sua vez, estimulam o eixo 
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hipotálamo-hipófise-adrenal a secretar CRH, ACTH e corticosterona (REBECA et al, 

2008; ARGILÉS et al., 2005). Em função disso, fizemos ensaios para analisarmos a 

concentração de ACTH, e como observado nos animais dos grupos portadores de 

tumor, houve maior concentração de ACTH em relação aos grupos controles (Figura 

21). O aumento da concentração de corticosterona, que aumenta a disponibilidade de 

glicose circulante através do estímulo à gliconeogênese e da glicogenólise, pode estar 

relacionado à grande taxa metabólica das células neoplásicas, e consequente utilização 

e captação da glicose sérica para provimento de energia para crescimento tumoral. 

O aumento na secreção de corticosterona também pode explicar a diminuição 

das concentrações séricas de proteínas totais, albumina e globulinas (Figuras 15 a 17) 

nos animais portadores de tumor, já que esse hormônio estimula o catabolismo 

protéico. Associada à grande espoliação protéica, a concentração sérica de glicose 

(Figura 14) muito diminuída nos animais dos grupos portadores de tumor pode estar 

relacionada à intensa taxa metabólica das células neoplásicas, e, consequentemente, 

intensa captação e utilização da glicose sérica para provimento de energia para 

crescimento tumoral. 

Dados na literatura demonstram que o crescimento tumoral induz intensa 

degradação protéica, evidenciada pelo aumento da concentração de tirosina liberada 

para o meio de cultura proveniente do músculo gastrocnêmio (VENTRUCCI et al., 

2004). Embora não tenham apresentado diferenças estatisticamente significativas, os 

resultados apresentados nesse trabalho mostraram que há tendência ao aumento na 

degradação protéica nos animais portadores de tumor (Figura 23).  

A leucina estimulou a incorporação de fenilalanina no músculo gastrocnêmio nos 

animais não portadores de tumor (Figura 24), mostrando o estímulo positivo para a 
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síntese protéica, enquanto que a metformina modulou a síntese protéica. O grupo CM 

manteve a incorporação de fenilalanina semelhante ao grupo C, bem como o grupo LM, 

indicando que a metformina modulou a síntese protéica estimulada pela leucina. 

Enquanto os outros grupos portadores de tumor apresentaram incorporação de 

fenilalanina semelhantes, o grupo LW apresentou aumento discreto (cerca de 3 vezes 

maior que o grupo W porém reduzido 75% em relação ao C) (Figura 24), mostrando o 

estimulo exercido pela leucina, sobre a síntese protéica nos animais desse grupo 

(Figura 23 e Figura 24), novamente de acordo com os dados encontrados na literatura 

(VENTRUCCI et al., 2004). Além disso, embora a metformina tenha modulado o 

estimulo da síntese protéica nos grupos sem tumor, nos grupos com tumor (WM e 

LWM) houve melhora do turnover protéico muscular, sendo cerca de 8,7 e 6,3 vezes 

maior, respectivamente. Esses resultados sugerem que tanto a leucina quanto o 

tratamento com metformina promoveram estimulo para síntese protéica, garantindo 

melhor adaptação desse organismo portador de tumor aos efeitos deletérios do 

crescimento neoplásico. 

A diminuição na concentração de GH e IGF-1 (Figuras 19 e 20, respectivamente) 

nos animais dos grupos portadores de tumor, bem como aumento na concentração de 

tirosina liberada no meio de incubação (Figura 23), são indicativos de que o tecido 

tumoral induziu diminuição do processo de síntese protéica, além de aumentar o 

processo de degradação, principalmente no grupo W. Embora as alterações na 

expressão das proteínas pertencentes ao sistema ubiquitina-proteossomo (subunidades 

20S, 19S e 11S) não tenham sido muito pronunciadas nos animais portadores de tumor 

(Figura 36A, B e C, respectivamente), vários estudos apontam que essa via é alterada 

pela presença de tumor (WATERMAN et al., 1999; MAXWELL et al., 1999). 
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Há muitos estudos que comprovam o efeito anabólico do IGF-1 e também 

aumento da captação de aminoácidos promovidos por esse fator de crescimento. Em 

função do exposto, a concentração sérica de IGF-1 foi analisada para verificar se essa 

é uma via de sinalização importante para os processos de síntese e degradação, em 

ratos, como modelo experimental de câncer. Como observado, todos os grupos 

portadores de tumor apresentaram concentração de IGF-1 diminuída, sempre 

associada à menor concentração de GH, com exceção do grupo LWM, quando 

comparados aos grupos não portadores de tumor. Dos grupos não portadores de tumor, 

aqueles que foram tratados com metformina (CM e LM) embora tenham apresentado 

diminuição estatisticamente significativa na concentração sérica de IGF-1, associado à 

concentração de GH mantida ou elevada, não houve prejuízo na síntese protéica ou 

aumento do processo de degradação, mostrando balanço protéico semelhante ao 

controle. Porém, a metformina associada à suplementação de leucina promoveu 

melhora do balanço protéico no grupo LWM, mesmo concomitante ao decréscimo de 

hormônios anabólicos como GH e IGF-1. Esse fato decorre, possivelmente, da não 

necessidade de estimulação ou ação do IGF-1, visto que a ativação da AMPK (quinase 

responsável por efeitos anti-proliferativos) promovida provavelmente pela metformina 

direcionou para inibição da proliferação celular, principalmente neoplásica, estimulada 

pela insulina e IGF-1 (VIGNERI et al., 2009; MCCARTY, 2004). 

A ligação do IGF-1 ao seu receptor na membrana celular leva à autofosforilação 

de resíduos de tirosina na porção intracelular do receptor e, posteriormente, à 

fosforilação do substrato do receptor de insulina (IRS-1). Nesse estudo, avaliamos duas 

vias de sinalização subseqüentes à ativação de IRS-1: a fosforilação e ativação de PI3K 

e, posteriormente, à fosforilação e ativação de Akt (PKB) e também a fosforilação e 
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ativação de Erk (MAPK). Assim, a redução da concentração de IRS-1 total associado à 

semelhante concentração de IGF-1, sugere que, nos grupos portadores de tumor 

tratados com metformina (WM e LWM), a melhora do balanço protéico no músculo 

gastrocnêmio dos animais desses grupos, correspondem às vias de sinalização para 

síntese protéica que podem estar reguladas por outros mecanismos. Esse fato não 

ocorreu nos grupos não portadores de tumor, já que o grupo CM, mesmo apresentando 

menor concentração de IGF-1, apresentou balanço protéico semelhante ao grupo C. 

Embora o grupo W tenha apresentado concentração de IRS-1 fosforilada menor que o 

grupo C, essa diferença foi discreta e não foi estatisticamente significativa. Entretanto, a 

avaliação da relação entre a concentração de IRS-1 fosforilada e IRS-1 total, que pode 

ser utilizada como indicativo da ativação ou não dessa proteína, apresentou alteração 

em todos os grupos portadores de tumor, com exceção do grupo LWM. 

 A sinalização celular também envolve as proteínas Stat-3 quanto Stat-6, que são 

proteínas transdutoras de sinal e ativadoras da transcrição, sendo estimuladas por 

citocinas e fatores de crescimento (SANTOS et al., 2011). Embora as concentrações de 

IL-1, IL-6 e TNF-α não tenham sido analisadas nesse trabalho, existem trabalhos que 

demonstram que essas citocinas apresentam-se elevadas nos animais portadores do 

tumor de Walker (REBECA et al., 2008; ARGILÉS et al., 2005), portanto é possível 

aventar a hipótese que o aumento nas concentrações dessas citocinas tenha induzido 

ao aumento da relação entre Stat-3 fosforilada e total, em todos os grupos com tumor, e 

elevação da Stat-6 fosforilada, principalmente nos grupos W e LW, sugerindo provável 

adaptação do músculo gastrocnêmio aos efeitos deletérios do tumor. STEPHANOU 

(2004) propôs, em sua revisão, que o miocárdio quando em situação de injuria poderia 

tanto ativar a quinase Stat-1 como também a Stat-3; em seus estudos, a ativação da via 
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envolvendo a fosforilação da Stat-3 aumentou a sobrevida de células do miocárdio 

expostas a injuria por isquemia e reperfusão, reduzindo o nível de morte celular por 

apoptose. É provável que um dos mecanismos de adaptação a situação de efeitos 

deletérios induzidos pelo crescimento tumoral estejam voltadas para a preservação da 

musculatura, apesar a espoliação de proteína desse tecido. 

Muitas evidências apontam que Jnk pode atuar como uma quinase de proteínas 

pró-apoptóticas (DAVIS, 2000) e, dessa forma, inibir o crescimento de células 

neoplásicas em alguns tipos de tumores (BOST et al., 1999; POTAPOVA et al., 2002). 

Entretanto, ressaltamos que no tecido muscular, o qual foi objeto de estudo para esse 

trabalho, as alterações nas concentrações de Jnk total, Jnk fosforilada e relação entre 

Jnk fosforilada e total (Figura 28A, B e C) não apresentaram diferenças significativas 

entre os grupos. Assim, novamente sugere-se que por mecanismos ainda não bem 

elucidados, houve adaptação tecidual em resposta aos efeitos deletérios do tumor.  

Erk (também conhecida como MAPK) é uma quinase de proteínas com função 

central na mediação entre a ligação de múltiplos fatores de crescimento aos seus 

receptores na membrana celular e a transdução desses sinais. A cascata de sinalização 

de MEK (também conhecida como MAPKK) e Erk está relacionada a transformações e 

progressão de tumores, sendo que a ativação constitutiva de MEK é conhecida por 

causar transformação celular (SHAUL e SEGER, 2006; HOSHINO et al., 1999). A via de 

sinalização da ErK (MAPK) é anormalmente estimulada em vários tipos de tumores, já 

que é responsável por fosforilar a quinase da cadeia leve da miosina, calpaína, quinase 

de adesão focal e paxilina (HUANG et al., 2004) e essas proteínas promovem a 

migração das células neoplásicas (KIM e CHOI, 2010). Por outro lado, a via de 

sinalização da Erk também regula a atividade e a expressão proteínas da família Bcl-2, 
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levando à sobrevivência de células neoplásicas (BALMANNO e COOK, 2009). Fatores 

de crescimento, tais como IGF-1 e EGF (fator de crescimento epidérmico, do inglês: 

epidermal growth factor), estimulam a atividade de tirosina-quinase do receptor RTK-

Grb2-SOS, que fosforilam e ativam Ras, que, por sua vez, fosforilam e ativam Raf. As 

proteínas Raf (A-Raf, B-Raf ou C-Raf) são responsáveis por fosforilar e ativar MEK, e 

essa quinase fosforila diretamente Erk1 ou Erk2 (Erk1/2) (DHILLON et al, 2007; 

MALUMBRES e BARBACID, 2003). No caso do músculo gastrocnêmio, aqui estudado, 

a concentração de Erk total foi ligeiramente menor em todos os grupos portadores de 

tumor, porém nos grupos W e LWM essa diminuição foi significativa. A concentração de 

Erk fosforilada e a relação entre Erk fosforilada e total foi muito semelhante entre esses 

grupos. Nesse caso, a via de sinalização da Erk não está voltada para o processo de 

proliferação celular, mas sim para o processo de ativação da mTOR, que no presente 

trabalho aventa-se a hipótese de que esta ativação não tenha ocorrido, principalmente, 

na musculatura dos animais portadores de tumor, corroborando o fato de que durante a 

presença do câncer há diminuição ou inibição do processo de síntese protéica. 

Por outro lado, a Akt é uma quinase diretamente relacionada à atividade celular 

em muitos aspectos, como, por exemplo, captação de glicose. A leucina é um dos 

aminoácidos que além de atuar como sinalizador celular, também estimula a 

fosforilação da Akt, paralelamente à insulina, no estimulo para captação de glicose. 

Embora os grupos sem tumor não tenham apresentado variação na fosforilação da Akt 

(pelo contrário, houve redução da relação entre Akt fosforilada e total) (Figura 31C), 

independente da suplementação nutricional e tratamento com metformina, esse 

processo não implica na menor atividade celular e sim em aumento da síntese protéica 

e, consequentemente, melhora de todos os parâmetros corporais. Por outro lado, não 
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seria esperada a maior atividade da Akt nos grupos portadores de tumor, porém esse 

resultado pode estar relacionado a outros mecanismos energéticos ou de atividade 

celular nesses músculos (HOMMOLBERG et al., 2010). 

Embora a concentração de insulina não tenha sido avaliada, tem sido 

demonstrado que a presença de tumor induz decréscimo da insulina circulante e muitas 

vezes resistência periférica à insulina. A relação diminuída entre Akt fosforilada e Akt 

total no grupo WM é plausível com os dados da literatura, que demonstram que a 

metformina atua aumentando a sensibilidade das células à insulina (VIGNERI et al., 

2009). Paralelamente, a ativação da AMPK pela metformina foi demonstrada em ratos, 

tanto em fígado quanto em músculo esquelético, e em músculo esquelético de 

pacientes diabéticos que recebiam doses clínicas desse fármaco (MUSI et al., 2002).  

A metformina age sobre a AMPK, aumentando a atividade dessa enzima, que, 

por sua vez, leva a inibição da via de sinalização promovida pela insulina, IGF-1 e 

outros fatores de crescimento, culminando com diminuição da fosforilação de Akt 

(Figura 31B), como observada principalmente no grupo com tumor WM. 

A concentração de metformina (36 mg x Kg-1) administrada aos animais mostrou-

se eficaz em aumentar a concentração de glicogênio hepático (provavelmente por 

estimular a captação de glicose pelos hepatócitos) e também mostrou-se eficaz em 

diminuir o peso relativo da gordura perirrenal e gordura inguinal nos animais do grupo 

CM. Porém, essa concentração de metformina pode não ter sido suficiente para inibir a 

mTOR e, consequentemente, inibir o processo de síntese protéica no tecido tumoral 

(Figura 13). Embora o processo de síntese e degradação protéica no tecido tumoral não 

tenha sido o objetivo desse estudo, existem trabalhos que mostram que a metformina 

em maiores concentrações (250 a 500 mg x Kg-1) pode diminuir a viabilidade de células 
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em cultura e o desenvolvimento da massa tumoral em modelos animais (ZOU et al., 

2004; ROCHA et al., 2011). Entretanto, há estudos que demonstram que a metformina 

administrada à pacientes humanos em concentração igual a concentração máxima 

administrada à pacientes humanos (74 µg x g-1) aumenta o depósito de glicogênio no 

miocárdio, mimetizando um quadro de cardiopatia hipertrófica e pode causar 

anormalidade eletrofisiológica (COSTA, 2005; ARAD et al., 2001). 

A mTOR é uma enzima chave para o metabolismo celular, para qual várias vias 

de sinalização convergem. A mTOR, em resposta à aminoácidos (especialmente 

leucina) e fatores de crescimento, atua fosforilando, principalmente, p70S6K e 4E-BP1. 

A proteína p70S6K, quando fosforilada, fosforila a proteína S6 ribossomal, enquanto 

que a proteína 4E-BP1, quando fosforilada, é inibida e não é mais capaz de se ligar a 

eIF4E e, dessa forma, eIF4E pode se ligar a eIF4G. Embora a concentração de p70S6K 

total tenha sido ligeiramente aumentada nos grupos portadores de tumor e a 

concentração de p70S6K fosforilada tenha sido aumentada apenas nos grupo W, a 

relação entre p70S6K fosforilada e p70S6K total (Figura 32C) mostrou tendência de 

diminuição nos grupos portadores de tumor tratados com leucina e/ou metformina. 

Associando-se esse fato às variações de expressão do fator de iniciação eIF4G e 4E-

BP1, verifica-se que havendo aumento da expressão de 4E-BP1 é possível que o 

processo de síntese esteja igual ou inibido. Entretanto, vale ressaltar que, no grupo 

LWM ,os valores similares de eIF4G e 4E-BP1 (Figuras 34 e 35, respectivamente), ao 

do grupo controle, também estão associados ao melhor balanço protéico encontrado 

entre todos os grupos com tumor (Figura 25), sugerindo que a associação entre 

suplementação nutricional com leucina e metformina promoveu melhor adaptação da 
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musculatura esquelética nesses animais, mesmo sob influência dos efeitos deletérios 

do crescimento tumoral. 
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6. CONCLUSÕES 

 

A suplementação com leucina foi capaz de estimular a síntese protéica nos 

animais não portadores de tumor, e os resultados sugerem que esse efeito foi via Akt 

ou Erk, enquanto que a metformina estimulou a sinalização via IRS-1, levando à 

ativação de Erk. 

A evolução do tumor de Walker promoveu efeitos deletérios, como espoliação da 

massa protéica muscular, através da elevação do ACTH e diminuição de GH e IGF-1, e 

modulação dos processos de síntese protéica, através da inibição da Erk e IRS-1.  

O tratamento com metformina não foi eficaz em diminuir o crescimento das 

células tumorais, provavelmente em função da baixa concentração que foi administrada 

aos animais. 
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7. ANEXOS 

 

7.1. Tabelas suplementares  

 

Tabela 1: Resumo das variações observadas nos parâmetros somáticos dos diferentes grupos experimentais 
em relação ao grupo C. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor 
de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina 
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; 
WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; 
LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina ≈ 
não apresenta variação em relação ao grupo C; ↓ diminuição em relação ao grupo C; ↑ aumento com 
relação ao grupo C. NA: não aplicável. 

 

Peso  

carcaça 

(g) 

Peso 

relativo 

Coração 

(%) 

Peso 

relativo 

fígado 

(%) 

Peso 

relativo 

Baço 

(%) 

Peso 

relativo 

Adrenal 

(%) 

Peso 

relativo 

gordura 

perirrenal 

(%) 

Peso 

relativo 

gordura 

inguinal 

(%) 

Peso relativo 

músculo 

Gastrocnêmio 

(%) 

Peso 

relativo 

tumor 

(%) 

C 165.5 0.48 5.2 0.54 0.017 1 1 0.6 NA 

W ↓ ≈ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ 11.5 

L ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ NA 

CM ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ NA 

LM ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ NA 

LW ↓ ≈ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ≈ 

WM ↓ ≈ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ≈ 

LWM ↓ ≈ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ≈ 
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Tabela 2: Resumo das variações observadas nos parâmetros séricos e teciduais nos diferentes grupos 
experimentais em relação ao grupo C. Legenda: C, ratos submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em 
leucina; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta 
rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica 
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com 
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com 
metformina. ≈ não apresenta variação em relação ao grupo C; ↓ diminuição em relação ao grupo C; ↑ 
aumento com relação ao grupo C.  

 
Glicose 
(mg/dL) 

Proteínas 
totais 
(g/dL) 

Albumina 
(g/dL) 

Globulinas 
(g/dL) 

GH 
(pmol/mL) 

IGF-1 
(pmol/mL) 

ACTH 
(pmol/mL) 

Proteína 
Gastrocnêmio 

(µg/µL) 

Tirosina 
(URF/mg/h) 

Fenilalanina 
(CPM/h/µg) 

Balanço 
Protéico 

(%) 

C 90.0 6.7 3.0 3.7 670.0 314.5 3.3 5.9 29350 0.05 100 

W ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ ↑ ≈ ↓ 

L ≈ ≈ ≈ ≈ ↑ ≈ ≈ ≈ ↑ ↑ ↑ 

CM ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ↓ ≈ ↑ ↑ ≈ ≈ 

LM ≈ ≈ ≈ ≈ ↑ ↓ ≈ ↑ ↑ ≈ ≈ 

LW ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ≈ ↑ ≈ ↓ 

WM ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ≈ ↑ ≈ ≈ 

LWM ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ ≈ ↓ ↑ ≈ ≈ 
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Tabela 3: Resumo das variações observadas na expressão de proteínas da via ubiquitina-proteossomo e 
fatores de iniciação nos diferentes grupos experimentais em relação ao grupo C. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica 
tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de 
Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de 
Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. ≈ não apresenta variação em relação 
ao grupo C. Unidade Relativa de Fluorescência/µg de proteína. 
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P-

p70S6K 

P-
p70S6K/ 
P70S6K 

total 

C 4.7 1.3 0.3 0.2 0.22 1.32 0.1 3.3 5.6 1.8 8.3 24.0 3.0 0.4 2.1 8.2 5.6 0.95 0.19 

W ↓ ≈ ↑ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ↓ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 
L ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

CM ↓ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 
LM ↓ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ↓ ↓ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 
LW ↓ ≈ ↑ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 
WM ↓ ≈ ↑ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ↓ ≈ ≈ ≈ 

LWM ↓ ↓ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ↓ ↓ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 
 

 
 
 

Tabela 4: Resumo das variações observadas na expressão de proteínas da via ubiquitina-proteossomo e 
fatores de iniciação nos diferentes grupos experimentais em relação ao grupo C. Legenda: C, ratos 
submetidos à dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos à dieta 
normoprotéica; L, ratos submetidos à dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos à dieta normoprotéica 
tratados com metformina; LM, ratos submetidos à dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos 
portadores de tumor de Walker submetidos à dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de 
Walker submetidos à dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de 
Walker submetidos à dieta rica em leucina e tratados com metformina. ≈ não apresenta variação em relação 
ao grupo C.  

 GAPDH 
(%) 

eIF4G 
(%) 

4E-BP1 
(%) 

20S 
(%) 

19S 
(%) 

11S 
(%) 

E2 
(%) 

C 100 100 100 100 100 100 100 

W ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

L ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

CM ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

LM ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

LW ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

WM ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

LWM ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 
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7.2. Certificado e declaração da Comissão de ética 
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