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RESUMO

O crescimento do cancer promove o desenvolvimento de caquexia em funcao de
intensa espoliagdo de nutrientes, principalmente, de gordura e proteina corpérea total.
A via de sinalizagdo da mTOR controla o crescimento celular e alguns estudos apontam
que a inibicdo dessa via por metformina (M) pode diminuir a taxa de desenvolvimento
tumoral. Desse modo, o presente estudo avaliou os efeitos da administragdo de
metformina associada a dieta rica em leucina (L), em animais com tumor de Walker 256
(W), sobre o metabolismo protéico muscular, na hipotese de melhorar o estado
caquético. Ratos Wistar jovens foram distribuidos em oito grupos, de acordo com a
presenca ou ndo de tumor, tratamento com metformina (36 mg x Kg"') e/ou dieta rica
em leucina (dieta com excesso de 3%). Foram analisados parametros somaticos e
bioquimicos bem como vias de sinalizagdo celular no musculo gastrocnémico. No grupo
W, o crescimento tumoral induziu perda de 20% da massa corpérea; proporcionou
reducdo de 70% na massa gorda, alem da diminuicdo da concentracdo sérica de
glicose, de proteinas totais e albumina. As concentragbes de GH e IGF-1 foram
reduzidas, porém a concentracao de ACTH foi elevada em todos os grupos com tumor.
Os grupos portadores de tumor tiveram maiores taxas de degradacdo protéica
muscular, embora as taxas de sintese ndo tenham sido alteradas. A suplementagéo
com leucina estimulou a sintese protéica nos animais ndo portadores de tumor, e 0s
resultados sugerem que esse efeito tenha sido via Akt ou Erk, enquanto que a
metformina estimulou a sinalizacdo via IRS-1, levando a ativacdo de Erk. A evolugéao
tumoral promoveu espoliagdo da massa protéica e modulacdo dos processos de
sintese protéica, através da inibicdo da Erk e IRS-1. A suplementacdo com leucina foi
capaz de estimular a sintese protéica nos animais ndo portadores de tumor, porém o
tratamento com metformina ndo foi eficaz em diminuir o crescimento das células
tumorais, provavelmente em fungdo da baixa concentracdo 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.INTRODUCAO

A intensa perda de peso e anorexia estdo entre as caracteristicas mais comuns
observadas em pacientes com céancer associado ao prolongado estresse catabdlico.
Mais de 50% dos pacientes com cancer apresentam excessiva perda de peso,
demonstrando quadro de caquexia. Essa situagao é citada como sendo a causa mais
frequente de morbidade e mortalidade (CHOUDRY et al., 2006). A manutencdo de
nutricdo adequada e preservacao de massa magra sao fatores que podem contribuir
para o aumento da sobrevida de pacientes em estado catabdlico, aumentando suas
chances de resistirem aos tratamentos clinicos convencionais, bem como aumentar a
qualidade de vida desses pacientes.

Em pacientes com cancer, 0 mecanismo pelo qual a diminuicdo da sintese
protéica ocorre ndo é bem compreendido, enquanto que o aumento na degradacéo
protéica € atribuido ao aumento da expressao das enzimas envolvidas na via ubiquitina-
proteossomo (KHAL et al., 2005).

Assim, varios estudos apontam que a suplementacdo nutricional bem como
terapias coadjuvantes, poderiam melhorar, reduzindo ou inibindo, o intenso processo de
espoliacdo corpdrea que ocorre no estado caqguexia-cancer, podendo também modular
0 processo de evolugado tumoral. Estudos prévios mostraram que a suplementagéao
nutricional com leucina modulou a espoliagdo da musculatura estriada. Outros estudos
tém demonstrado que a metformina além de proporcionar melhor captacdo de glicose
pelos tecidos periféricos também atua como modulador de crescimento celular. Desse
modo, avaliar a associagao entre dieta rica em leucina - direcionando para preservagao

da massa corpérea - e o tratamento com metformina - modulagdo do crescimento



neoplasico - representa um fator bastante interessante e importante da pesquisa basica
e translacional na tentativa de preservar a qualidade e sobrevida dos pacientes com

cancer.

1.1. Metformina

A metformina (N,N-dimetilbiguanida ou 1,1-dimetilbiguanida) é um farmaco de
uso oral amplamente utilizado no tratamento de pacientes com diabetes Mellitus do tipo
Il. Embora os mecanismos celulares pelos quais a metformina exerce seus efeitos nao
estejam totalmente esclarecidos, ha evidéncias que a metformina age sobre o receptor
de insulina, aumentando a sinalizacdo através desse receptor e, dessa maneira,
levando a melhora na resisténcia periférica a insulina seguida por diminui¢cdo nos niveis
circulantes de insulina (CANTRELL et al, 2009; KOURELIS e SIEGEL, 2011). A
metformina é capaz de diminuir a produgéo hepéatica de glicose e aumentar a captacao
de glicose em células musculares (GALUSKA et al., 1994; HUNDAL et al., 1992). Outra
caracteristica da metformina parece ser a ativacao da proteina quinase dependente de
AMP (AMPK) em células do tecido muscular, adiposo e hepatico (ZHOU et al., 2001).

O aumento na atividade de AMPK promovido pela metformina resulta no estimulo
da captacao de glicose e oxidagado de acidos graxos, inibicdo da producao hepatica de
glicose, colesterol, sintese de triacilglicerois e lipogénese (RUDERMAN et al., 2003),
diminuindo a relagcdo AMP/ATP e, dessa forma, exercendo sua fungdo 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 tém descrito 0 seu potencial

terapéutico na inibicio da mTOR, induzindo efeitos anti-proliferativos e anti-



angiogénicos em modelos pré-clinicos, como o tratamento de pacientes com céancer,
doencas cardiacas, auto-imunes e metabdlicas (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 canceres de mama
humanos, nas quais a metformina inibiu a proliferacao celular, a formagao de col6nias e
causou, pelo menos parcialmente, o arraste do ciclo celular para a fase Go (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 atuacdo da metformina em diferentes
tecidos, mostrando sua acdo na diminuicdo do hiperinsulinemia, diminuicdo da
proliferacao celular, inibicdo de angiogénese e arraste do ciclo celular para a fase Go,
todos causados pelo estimulo desse farmaco a LKB1 e AMPK (KOURELIS e SIEGEL,

2011).
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Figura 1: Possiveis mecanismos pelos quais a metformina pode inibir o crescimento tumoral. Por
ativar a AMPK, a metformina inibe a sinalizacdo via mTOR, induzindo a célula a entrar em G, e
inibindo a sintese protéica nas células tumorais. Adicionalmente, a metformina diminui os niveis de
insulina circulantes, inibe a angiogénese e exerce efeito toxico nas células tumorais. Modificado de
KOURELIS e SIEGEL, 2011.



1.2. Leucina

A leucina € um aminodcido essencial de cadeia ramificada, que sozinho
corresponde a 8% dos aminoacidos nas proteinas corporais. Dentre os aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAA’s) incluem a valina (Val), isoleucina (Iso-Leu) e leucina (Leu).

GARLICK (2005) realizou experimentos para analisar a sintese protéica em
musculo esquelético de ratos, através da administracdo dos trés BCAAs em conjunto e
isolados (Val, Iso-Leu ou Leu), mostrando que a taxa de sintese protéica foi de
aproximadamente 13%, na presenca dos trés BCAAs e, isoladamente, a Leu
apresentou taxa estatisticamente igual.

Os BCAAs tém fungéao vital na regulagdo do metabolismo de proteinas. BCAAs
exdgenos, principalmente leucina, estimulam a sintese protéica na musculatura isolada
ou perfundida de ratos, assim como através da administracao oral in vivo (VENTRUCCI
et al., 2007; GOMES-MARCONDES et al., 2003). Estudos em animais e em ensaios
clinicos demonstraram que a suplementacdo com BCAAs aumenta o balanco de
nitrogénio e recupera o organismo apods lesées por queimaduras, danos por radiacéo,
estresse pés-cirurgico, sépsis e cancer (CHOUDRY et al., 2006).

Trabalhos, tanto in vivo quanto in vitro, corroboram o fato de que dieta
suplementada com leucina estimula a sintese protéica, principalmente em musculatura
esquelética (GARLICK, 2005), podendo reverter o quadro de catabolismo protéico bem
como diminuir a mobilizacdo da musculatura esquelética de ratos portadores de tumor
de Walker 256 (VENTRUCCI et al, 2004; GOMES-MARCONDES et al, 2003),

principalmente pela inibicdo do sistema ubiquitina-proteossomo.



O estimulo a sintese protéica promovido pela leucina parece estar associado ao
aumento do inicio da traducao de RNAm através do aumento no numero de polissomos
e aumento na taxa de formacao do complexo de iniciacao 40S (LYNCH et al., 2002).

Insulina e os BCAAs influenciam a sintese protéica por ativar a mTOR (LYNCH
et al., 2002), que, por sua vez, estimula etapas tardias de vias regulatérias da sintese
protéica, como repressores de tradugdo, fator de iniciagao eucariético 4E (elF4E) e a
proteina quinase ribossomal 70 KDa (S6K1) (LYNCH et al., 2002), como esquematizado

na figura abaixo (SURYAWAN e DAVIS, 2010).
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Figura 2: Conceitos recentes das vias de sinalizagdo da insulina e aminoacidos que estimulam a
sintese protéica induzida por mTORC1. A ligagdo da insulina ao seu receptor leva a fosforilagao de
IRS-1 e consequente aumento da atividade de PI3K. PI3K atua estimulando a atividade de PKB, que,
por sua vez, fosforila proteina regulatérias associadas & mTOR, promovendo aumento em sua
atividade e, consequentemente, estimulo para o processo de sintese protéica. Aminodacidos
(especialmente a leucina) atuam sobre diferentes proteinas dessa via, regulando, em ultima instancia,
a sintese protéica. IRS-1 (substrato do receptor de insulina), PI3K (fosfoinositideo-3 Kinase), PKB
(proteina quinase B), TSC1/2 (complexo de esclerose tumoral 1 e 2), Rheb (homdlogo da proteina
Ras enriched in brain), PLD1 (fosfolipase D1), FKBP38 (proteina 38 de ligacdo a FK506), RagA-D
(ras-related GTP binding A-D), mVps34 (mammalian vacuolar protein sorting 34), 4E-BP1 (proteina de
ligagcéo ao fator de iniciagédo 4E), S6K1 (S6 quinase 1). Modificado de SURYAWAN e DAVIS, 2010.



10

1.3. Complexo ubiquitina-proteossomo

A ubiquitina é um polipeptideo com 76 residuos de aminodcidos que
desempenha fungdes essenciais em eucariotos através de sua conjugacéo covalente
com outras proteinas intracelulares. A ubiquitinagdo regula muitas fungdes que sao
criticas para o funcionamento celular, frequentemente mediando a degradacéo seletiva
de proteinas regulatérias por proteossomos, sendo a principal via de degradagao
protéica em eucariotos. A progressao do ciclo celular (KOEPP et al., 1999), a inducao
da resposta inflamatéria (GHOSH et al., 1998) e a apresentacao de antigenos (ROCK et
al., 1999) sao alguns dos muitos processos regulados por protedlise dependente do
complexo ubiquitina-proteossomo (PICKART, 2001).

A ubiquitinacao de proteinas requer agoes sequenciais de trés enzimas: enzima
ativadora de ubiquitina (E1), enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e ligase ubiquitina-
proteina (E3). Um tioéster é formado entre a extremidade C-terminal de uma glicina da
ubiquitina e o sitio-ativo de cisteina. A ubiquitina é entéo transferida para o sitio-ativo de
cisteina de E2 formando novamente um tioéster (PICKART, 2001).

Durante o processo de degradacao protéica que ocorre durante a caquexia, as
proteinas miofibrilares sdo primeiramente conjugadas com ubiquitina, a qual funciona
como sinal para a degradacdo por um grande complexo proteolitico, 0 proteossomo
26S, o qual requer ATP para exercer suas fung¢des (TISDALE, 1997).

O proteossomo 26S é um complexo de 2.000 KDa com atividade de protease
que degrada proteinas poliubiquitinizada por um processo dependente de ATP (VOGES
et al., 1999). Apresenta nucleo catalitico, composto por unidade proteolitica chamada

de proteossomo 20S, que € uma particula em forma de barril composta de quatros
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anéis sobrepostos com dois anéis a externos e dois 8 internos (FAROUT et al., 2003).
Sitios cataliticos que contém residuos de treonina sdo encontrados em ftrés
subunidades B (B1, B2, B5) (VOGES et al., 1999) as quais podem ser substituidas em
células animais por 3 subunidades (B1i, B2i, B5i) que possuem sitio ativo que também
pode ser induzido por interferon-y (FAROUT et al., 2003).

Principalmente dois complexos regulatérios podem se ligar ao anel a no final do
proteossomo 20S. O 19S5 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
presenca de ATP, degrada proteinas modificadas por uma cadeia de poliubiquitina
(DEMARTINO e SLAUGHTER, 1999) e pode, em alguns casos, hidrolisar algumas
proteinas nao ubiquitinizadas (VERMA e DESHAIES, 2000).

Em mamiferos, ha outro complexo regulatério, o complexo 11S ou PA28, que é
um anel heptamérico de 180 KDa, consistindo de duas subunidades homologas a e 3
(LI e RECHSTEINER, 2001). Assim como o 19S, porém independentemente de ATP,
esses anéis ligam-se a dois anéis a do proteossomo 20S. O complexo 11S ativa o
proteossomo 20S e promove, por exemplo, a producdo de peptideos antigénicos
apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade classe | (MHC-I, do
inglés class | Major Histocompatibility Complex) (FAROUT et al., 2003)

O esquema a sequir (Figura 3) ilustra o sistema ubiquitina proteossomo, desde a
ligacdo da molécula de ubiquitina a enzima E1, sua conjugacdo coma enzima E2, a
ligacdo da ubiquitina com a proteina a ser ubiquitinizada (realizada pela enzima E3) e

os efeitos biolégicos dessa ativacao.
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Figura 3: A ubiquitinizacdo e degradagao de substratos protéicos sdo obtidas por reagcbes em série
mediadas pelas enzimas do Sistema Ubiquitina Proteossomo (UPS). Na reacdo de ativagao, 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 reacdo de conjugacgéo (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 ndo apenas por ligar covalentemente a ubiquitina a
residuos de lisina no substrato protéico, mas também por ser substrato-especifica. Este processo de
ligacado pode ser repetido com a lisina da prépria ubiquitina como substrato, o que leva a formagao de
cadeias de poli-ubiquitina na proteina-alvo. Enzimas deubiquitinizantes podem reverter o processo de
ubiquitizinagao do substrato (passo 4). A ligagao da poli-ubiquitina tem varias consequéncias bioldgicas
para a proteina a ela conjugada: Por exemplo, cadeias de poli-ubiquitina ligadas a residuos de lisina
nas posicdes 11 e 48 enderegcam essas proteinas para degradacdo proteossdmica (passo 5). De
maneira oposta, cadeias lineares de poli-ubiquitina ligadas a residuos de lisina nas posigoes 63 e 11
promovem a montagem de complexos de sinalizagcao (passo 6) .X, Y e Z indicam proteinas ligadas a
ubiquitina. Pi, fosfato inorganico; PPi, difosfato inorgéanico. Ub, ubiquitina. Modificado de VUCIC et al.,
2011 apud KRIKOS et al., 1992).

1.4. mTOR

A mTOR (do inglés, mammalian Target Of Rapamycin) € uma quinase de
proteinas que pertence a familia 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 (aminoacidos e glicose),
bem como sensores do “status” energético celular (FINGAR et al., 2004; FENG et al.,

2005; WANG & PROUD, 2009) aumentam a funcdo de mTORC1 e esse aumento foi



demonstrado através do aumento da fosforilagdo de S6 quinase ribossomal (S6K-1) e

de 4E-BP1 (HARRIS & LAWRENCE, 2003).
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Figura 4: Controle da mTORC1 por amino&cidos. Este diagrama sumariza os dados recentes,
mostrando as funcdes de Rag e MAP4K3. As linhas pontilhadas e pontos de interrogacdo denotam
potenciais conexdes entre vias de sinalizacdo para serem identificadas. Adaptado de WANG &
PROUD, 20089.

A S6K-1 é a principal quinase nas células de mamiferos (AVRUCH et al., 2001)
e, quando fosforilada, aumenta seletivamente a traducdo de RNAm que codificam
proteinas ribossomais e outros fatores de traducao (MEYUHAS, 2000), aumentando,
desta maneira, a capacidade de traducdo das células de uma maneira geral (INOKI et

al., 2005).
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A etapa considerada como limitante da taxa de iniciagdo da traducdo € a
formacao do complexo de iniciagcao eucarittico 4F (elF4F) que modula o recrutamento
da subunidade ribossomal 40S para o RNAm (MATHEWS et al.,, 2007). EIF4F é
constituida por elF4E (que interagem com o “cap” de 7-metilguanosina presente na
terminacéo 5 de todos os RNAm transcritos no nucleo), pela helicase elF4A e pela
grande proteina estrutural elF4G (GINGRAS et al., 1999). O complexo elF4F é inibido
por uma familia de proteinas conhecidas como elF4E-binding proteins (4E-BPs) que
suprimem a traducao por competirem com a elF4G pela ligacao a elF4E (GINGRAS et
al., 1999) A ligacao das 4E-BP’s ao elF4E é regulado por fosforilagdo (GINGRAS et al.,
1999; PAUSE et al, 1994) e essa fosforilacdo 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
proteinas mLST8.

A atividade da mTOR em células neoplasicas € aumentada em muitos tipos de
canceres como resultado de alteracbes genéticas ou ativacdo anormal dos
componentes da via PI3-k/Akt (FENG et al., 2005) contribuindo, dessa forma, para a
desregulacdo da proliferacdo celular, crescimento e sobrevivéncia dessas células
(HADAD et al., 2008), bem como inibicdo da sintese protéica (VENTRUCCI et al., 2001;

VENTRUCCI et al., 2004).



2. OBJETIVOS

Considerando que o cancer, a segunda causa de morte entre as diversas
patologias, ainda representa um grande desafio quanto ao seu progndstico e
tratamento, novos estudos quanto a suplementacdo nutricional e associacdo com
farmacos serdo de grande valia para a melhora da qualidade de vida e a sobrevida
desses pacientes.

Sabendo-se que a leucina atua na sinalizacao celular e que a metformina age
inibindo a proliferagéo celular, tivemos por objetivos avaliar essa associagdo e seus
efeitos sobre o crescimento de neoplasia maligna e o desenvolvimento do processo de
caquexia em animais experimentais, na hipdtese de preservar a massa magra corpérea
(efeitos da sinalizacdo da leucina e da metformina) com modulagdo do crescimento

tumoral (efeitos da sinalizacao pela metformina).

2.1. Obijetivos especificos

Em funcdo do exposto acima, estudou-se animais portadores de
carcinossarcoma de Walker 256, submetidos a suplementacao nutricional com leucina
e/ou tratados com metformina, comparando-os com animais controles com ou sem
tumor, avaliando-se a variacao de peso corporeo e pesos relativos do coragao, figado,
baco, adrenal, gordura perirrenal, gordura inguinal, gastrocnémio e tumor, bem como a
concentracao sérica de proteinas totais, albumina, globulinas e glicose e concentracédo
de proteina no musculo gastrocnémio.

O estudo da espoliagdo da massa corpérea em funcao do crescimento tumoral e

os efeitos da associacdo entre suplementacdo nutricional e/ou tratamento com
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metformina foi avaliado na musculatura esquelética (musculo gastrocnémio),
analisando-se o processo de sintese e degradacao protéica, a taxa de incorporagéo de
fenilalanina marcada com ftricio, expressdao das proteinas elF4G e 4E-BP1
(relacionados ao processo sintese) e a taxa de liberagdo de tirosina no meio de
incubacao, expressao das proteinas 20S, 19S, 11S e E2 (relacionados ao processo de
degradacao proteica).

Para estudarmos por quais vias de sinalizagdo celular os processos de sintese
ou degradacao protéica estavam ou ndo sendo estimulados, avaliou-se a concentracdo
sérica de GH e IGF-1 (horménios anabdlicos) e ACTH (horménio relacionado com a
ativacdo do processo de estresse e também com mobilizagdo de substratos
energéticos).

Com o mesmo objetivo de avaliar a sinalizagédo celular da musculatura estriada,
analisou-se a concentracdo 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 musculo gastrocnémio, uma vez que essas
sao proteinas-chave no processo de ativacdo da mTOR para o processo de sintese

protéica.
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3.MATERIAIS E METODOS

Ratos Wistar foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigagao Bioldgica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da UNICAMP, e receberam
dieta e agua ad libitum, com controle de luz claro-escuro de 12-12 horas e temperatura
de 22 + 2°C.

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 inoculacdes na cavidade abdominal de
ratos machos, feitas a cada sete dias. Apos este periodo, foram retiradas as células
neoplasicas da cavidade por puncéo e este liquido foi diluido na proporcéo 1:5. Cerca
de 250.000 células viaveis (método de exclusdo com azul de tripan) foram injetadas, no
12 dia do experimento, no flanco direito dos ratos experimentais, segundo método
descrito por GOMES-MARCONDES (1998). Os animais dos grupos controles
receberam inoculagéo de 0,5 mL de solugao fisioldgica (0,9 g/dL) no tecido subcutaneo
do flanco direito. O tumor foi detectado por apalpamento, apds o periodo de 4 a 5 dias
apods a inoculagéo e a evolugéo de crescimento tumoral foi obtida a partir do calculado
do seu tamanho segundo a férmula:

p = —0,079768 + 0,000456 X C XL XE

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 corpérea total, o que ocorreu entre 13 e 15 dias apds a inoculacado das

células tumorais. Os animais pertencentes aos grupos controles foram eutanasiados
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entre 13 e 15 dias apos o inicio do experimento para que o periodo de tratamento com
metformina e/ou leucina nao fosse diferente entre os grupos.

O protocolo experimental para manipulagdo dos animais com tumor foi aprovado
segundo principios éticos na Experimentagdo Animal (CEEA-IB-UNICAMP) segundo

protocolo n®. 1763-1.

3.1. Dietas e tratamento com metformina

Os animais receberam dietas semipurificadas isocaléricas, definidas como:
normoprotéica, que contem 18% de proteina normoprotéica, ou com suplementacao de
leucina (L), contendo 15% de proteina 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 (6leo de soja) e 5% de fibra
(micro-celulose purificada). As dietas foram complementadas com mistura vitaminica 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 padronizagcao em
nosso laboratério.

A metformina (M) foi administrada via gavagem intra-gastrica, na concentracao

de 36 mg x Kg' de peso corpéreo (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 distribuidos de acordo com a presenga ou nao do
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carcinossarcoma de Walker 256 e presenca ou nao de tratamento com metformina e/ou

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

A. Ratos jovens submetidos a dieta normoprotéica (C);
B. Ratos jovens submetidos a dieta rica em L-leucina (L);
C. Ratos jovens submetidos a dieta normoprotéica e tratados com

metformina (CM);

D. Ratos jovens submetidos a dieta rica em L-leucina e tratamento com
metformina (LM);

E. Ratos jovens submetidos a dieta normoprotéica e implante de
carcinossarcoma de Walker 256 (W);

F. Ratos jovens submetidos a dieta normoprotéica, implante de
carcinossarcoma de Walker 256 e tratamento com metformina (WM);

G. Ratos jovens submetidos a dieta rica em L-leucina e implante de
carcinossarcoma de Walker 256 (LW);

H. Ratos jovens submetidos a 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 periodo
experimental e foram pesados trés 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 determinacao de seu volume e peso
calculado.

Ao final do periodo experimental os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e foi coletado sangue para a andlise de glicemia, concentracao

de IGF-1, GH e ACTH, e 6rgaos, tais como coracao, figado, bago, adrenal, gordura
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inguinal, gordura perirrenal, masculo gastrocnémio e tumor, para andalise dos pesos
absolutos e relativos e do conteudo de proteinas teciduais totais. Foi retirado o musculo
gastrocnémio para ensaio de immunoblotting para andlise da expressao de proteinas e

ensaio de sintese e degradagéao protéica.

3.3. Concentracao sérica de glicose, proteinas totais, albumina e

globulinas

O sangue dos animais, coletado por puncdo cardiaca, apds eutanasia dos

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

A analise da concentracdo de glicose foi realizada utilizando-se amostras de 5 pL
plasma distribuidas em placas de 96 pocos e acrescentado 200 pL de reativo glicose
oxidase-glicose peroxidase (Laborlab). Incubou-se a placa a 37 °C durante 10 minutos

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

Para a dosagem de proteinas totais, 5 yL de plasma foram distribuidos em
placas de 96 pogos acrescidas com 200 uL de reagente biureto (Laborlab), incubadas a
37 °C, por 15 minutos, e esperou-se que as amostras atingissem a temperatura
ambiente para que, entdo, fossem lidas em espectrofotdbmetro com filtro de 540 nm

(DOUMAS et al., 1971).

A concentragédo de albumina foi determinada utilizando-se SuL de amostra com
200 pL de reagente verde bromocresol (Laborlab), distribuidas em placa de 96 pocos e
mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds esse periodo realizou-se a

leitura em espectrofotdmetro com filtro de 620 nm (DOUMAS et al., 1971).



21

A concentragcdo sérica de globulina foi determinada subtraindo-se o valor da
concentragdo de proteinas totais pelo valor da concentracdo de albumina do mesmo

animal.

3.4. Concentracao de glicogénio hepatico

Amostras de figado pesando aproximadamente 200 mg foram digeridas em 1 mL
de KOH 30% em Banho-Maria por 15 minutos. Apds a digestao, retiro-se 500 uL da
amostra digerida e acrescento-se 500 pL de alcool etilico 96%. O volume do digerido foi

determinado para posterior determinagéo do peso real da amostra.

Os 500 pL de amostra digerida mais os 500 uL de alcool foram, ent&o, fervidos e,
posteriormente, centrifugados por 10 minutos a 2000 x g. O sobrenadante foi eliminado
e ao pelet foi adicionado 20 puL de H»>SO4 e 200 pL de NaOH 1N e resuspendido em

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

Acrescentou-se 50 pL da amostra e 200 pL solugcdo contendo 94% de &acido
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.

ApGs as amostras atingirem a temperatura elas foram, entdo, distribuidas em
placas de 96 pocos e lidas em espectrofotdbmetro com filtro de 620 nm (HASSID &

ABRAHAMAS, 1957).
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3.5. Analise da expressao de proteinas por immunoblotting

O musculo gastrocnémio foi homogeneizado com tampéao de homogeneizacao
(Tris Base 100 mM, NasP>0O7 10 mM, FNa 100 mM, NazgVO4 1mM, EDTA 10 mM, PMSF
2mM, Aprotinina 0,1mg/mL, Triton X-100 1%, pH 7,4) e realizou-se analise do teor de
proteina total (BRADFORD, 1976) e expressado de proteinas pertencentes ao sistema
ubiquitina-poteossomo (subunidades proteossémicas 20S, 19S, 11S e E»), elF4G, 4E-
BP1, bem como a expressdao da proteina GAPDH como controle. Uma parte do
homogeneizado muscular foi adicionada a 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 resolucao e 4% para o gel
de empilhamento) para fazer a separacdo de 40 pg de proteina do homogeneizado
muscular e posterior transferéncia para membrana de PVDF. A determinacdo da
expressao de proteinas do sistema ubiquitina-proteossomo foi avaliada com anticorpos
para as subunidades 20Sa (Affinity, diluicdo 1:2000), 19S (Affinity, diluicao 1:500) e
subunidade 11S (Affinity, diluicdo 1:2000), E, (Affinity, diluicdo 1:1000), elF4G (Santa
Cruz Biotechnology, diluicao 1:1000), 4E-BP1 (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo
1:1000) e GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:1500). A determinacao da
presenca dessas proteinas foi realizada utilizando-se anticorpos secundarios anti-rabbit
para 19S, 11S, 4E-BP1 e GAPDH (Cell Signaling, diluicdo: 1:10000), anti-mouse para
20S (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:2000) e anti-goat para E; e elF4G (Santa
Cruz Biotechnology, diluicdo 1:2000). A reagédo de quimioluminescéncia foi realizada
utilizando-se reagente quimioluminescente SuperSignal West Pico (Thermo Fisher

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

Cybernetics).

3.6. Analise de hormodnios e vias de sinalizacao

A analise da concentracdo dos horménios GH, ACTH e IGF-1 e das proteinas
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
especificos para cada proteina de interesse.

Amostras de plasma (GH, ACTH e IGF-1) ou sobrenadante do homogeneizado
de musculo gastrocnémio (analise das demais proteinas de sinalizagdo celular,
descritas acima) foram aplicadas aos pocos de placas multipogos, nas quais haviam
sido aplicados, previamente, beads conjugadas com anticorpos contra as proteinas de
interesse. A placa foi mantida overnight sob agitacao e 4 °C e, apds esse periodo, foi
aplicado vacuo para que o material ndo acoplado as beads fosse eliminado. Seguiu-se
com duas lavagens com tampao fornecido pelo fabricante (Millipore) e novamente
aplicacédo de vacuo para remoc¢ao do tampao. Adicionou-se, entéo, biotina aos pocos e
a placa ficou sob agitacao por 30 minutos a temperatura ambiente. Novamente aplicou-
se vacuo e posteriormente adicionou-se estreptavidina conjugada com ficoeritrina,
seguindo-se com incubacdo sob agitacdo e a temperatura ambiente por 30 minutos.
ApGs esse periodo, a estreptavidina conjugada com ficoeritrina ndo foi removida e foi
adicionado tampao de amplificacdo fornecido pelo fabricante e nova incubacédo, sob
agitacdo e a temperatura ambiente, por 15 minutos. Em seguida, as placas foram

colocadas no equipamento Luminex® para detecgdo de fluorescéncia emitida pelas
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amostras. A andlise foi feita segundo software XPonent, utilizado com o equipamento

Luminex®.

3.7. Ensaio de sintese e degradacao protéica

O musculo gastrocnémio esquerdo de cada animal foi dissecado e colocado em
tubos de perfusdo com tampao Krebs-Hanseleits (KHB) e incubado a 37 °C com
agitacao continua e gaseamento com 95% de 0, e 5% de CO. (VARY et al., 1998;
FEDELE et al., 2001).

Os musculos foram previamente incubados, por 30 minutos, e apds esse periodo
foi adicionado novo tampao KHB suplementado com solugcéo de fenilalanina (75 umol
de fenilalanina e 5 uCi de L-[2,6-3H]fenilalanina/mL, Amershan). Ao final de 2 horas de
incubagédo, os musculos foram retirados do meio, secados, pesados, congelados em
nitrogénio liquido e guardados a —20 °C. O meio de incubagéo foi estocado, também, a
—20 °C para posterior determinagdo de fenilalanina marcada.

Os musculos foram homogeneizados em TCA a 30%, seguido de centrifugacéo a
10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. 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 °C por 30 minutos. Aliquotas foram analisadas quanto ao teor de
proteina (BRADFORD, 1976) e medida radioatividade com liquido de cintilagdo em
contador § (LS 6000TA Beckman Coulter). A taxa de sintese protéica foi calculada
dividindo-se a concentracao de fenilalanina incorporada no precipitado protéico pela

radioatividade da fenilalanina no meio de incubacgéo. A sintese protéica foi expressa em
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contagem de radioatividade por minuto (CPM) de fenilalanina incorporada por miligrama
de proteina por hora.

Musculo gastrocnémio contralateral foi utilizado para analise da degradagao
protéica, expressa em unidades de fluorescéncia de tirosina por miligramas de proteina
por hora. A liberagcdo de tirosina foi medida na solugdo de incubagdo do musculo,
segundo método descrito por LORITE e colaboradores (1998). O mdusculo foi
previamente incubado por 30 minutos a 37 °C com meio RPMI 1670 sem fenol, apds
este periodo o musculo foi incubado com solugdo KHB acrescido de cicloheximida 0.5
mM por 2 horas a 37 °C, gaseado com 5% de CO; e 95% de O,. Apéds este periodo,
uma aliquota do meio de incubacao foi precipitada com TCA 30% seguido por
centrifugagcédo 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 acido nitrico 20%.

A relagdo entre a taxa de sintese protéica (incorporacdo de fenilalanina) e
degradacao protéica (liberacao de tirosina) no musculo gastrocnémio foi realizada para

demosntrar o turnover protéico.

3.8. Analise estatistica

Utilizou-se o software GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software), utilizando-se
das médias e erro padrao das médias e comparacdo dos multiplos grupos por analise
de variancia (ANOVA), seguido do teste de Bonferroni para deteccao de diferencas

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

4.1. Parametros Somaticos

Para analisarmos se o tratamento com metformina (36 mg por quilo de peso) foi
eficiente, foi realizada a dosagem do glicogénio hepatico. Como observado na Figura 5,
a concentracao de glicogénio hepatico nos animais do grupo CM foi, aproximadamente,

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

foi eficaz.
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Figura 5: Concentracdo de glicogénio hepatico. Legenda: C, ratos submetidos a dieta
normoprotéica; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; Resultados
expressos como média e erro padrdo da média. NUmero 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 relagéo a C.

Para analisarmos os efeitos caquéticos que o desenvolvimento neoplasico
promove nos animais e se o tratamento com metformina e/ou suplementacao nutricional
com leucina melhoraram ou ndo o quadro de caquexia, analisamos alguns parametros
somaticos como o peso da carcaga e 0 peso relativo de coragao, figado, baco, glandula

adrenal, gordura perirrenal e inguinal € musculo gastrocnémio.
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O peso da carcaca apresentou-se diminuido em todos os grupos portadores de
tumor. Os animais dos grupos W, LW e WM apresentaram peso da carcaga,
aproximadamente, 18% menores que os animais do grupo C, sendo que os animais do
grupo LWM apresentaram diminuicdo menos pronunciada, ja que a reducao foi de 14%
quando comparados a média dos pesos da carcaga dos animais do grupo C (Figura 6).

Entre os grupos nao portadores de tumor (C, L, CM e LM) nao houve variagdo no
peso da carcaga e todos os grupos apresentaram pesos muito semelhantes aos do

grupo C (Figura 6).

*% **

c w L CM LM LW WM LWM

Figura 6: Peso da carcaca nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a
dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L,
ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica tratados com
metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos & dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de
Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do
tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados
expressos como média e erro padrao da média. Niamero 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™'.Dieta com
excesso de 3% de leucina. * p<0,05 em relagdo a C; ** p<0,001 em relagdo a C.

O peso relativo do coragao nao foi alterado pela presenca do tumor e também

nao foi alterado pela presenca de tratamento com metformina e ou leucina (Figura 7).
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Figura 7: Peso relativo do coragdo em relagdo a carcaga nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker
submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos
a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrao da média. NUmero 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.

O peso relativo do figado 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 o0s animais do grupo C, enquanto que nos
animais do grupo LW o aumento do peso relativo médio do figado 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, j4 que o aumento foi de,
aproximadamente, 11% em relacao ao grupo C (Figura 8).

O peso relativo médio do figado dos animais pertencentes aos grupos nao
portadores de tumor (C, L, CM e LM) nao apresentaram variacdo, sendo que todos

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

na Figura 8.
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Figura 8: Peso relativo do figado em relagdo a carcaca nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker
submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos
a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados
com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM,
ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina;
LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com
metformina. Resultados expressos como média e erro padrao da média. Nimero 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 relacdo a C; ** p<0,01 em relacdo a
C; *™*p<0,001 em relagéo a C.

O peso relativo do bago apresentou-se muito aumentado em todos os grupos
portadores de tumor (Figura 9). Nos grupos W e WM, o peso relativo médio do baco 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 comparagao ao grupo C (Figura 9).

Nao houve alteracdo estatisticamente significativa no peso relativo médio do
baco em relagdo a carcaca entre os grupos portadores de tumor (Figura 9). Os grupos
ndao portadores de tumor também ndo apresentaram variacdo estatisticamente

significativa nesse parametro (Figura 9)
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Figura 9: Peso relativo do bago em relagéo a carcaga nos diferentes grupos experimentais. Legenda:
C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a
dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrao da média. Nimero 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 '.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relagdo a C.

O peso relativo da glandula 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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Figura 10: Peso relativo da glandula adrenal em relagéo a carcaca nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker
submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a
dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos
portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Niumero de animais igual a 16 para os
rupos C, W, L, CM, LM, LW e WM e 14 para o grupo LWM. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg
.Dieta com excesso de 3% de leucina.” p<0,01 em relagdo a C. *** p<0,001 em relagédo a C
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O peso relativo da gordura perirrenal apresentou-se bastante diminuido em todos
os grupos portadores de tumor (Figura 11). O grupo W mostrou reducao de cerca de
70% em relagédo ao grupo C, enquanto que nos grupos portadores de tumor submetidos
a dieta com excesso de 3% de leucina (LW e LWM) houve redugédo 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 reducdo na
porcentagem de gordura perirrenal, porém essa reducéo foi menos intensa. Os animais
do grupo WM apresentaram peso relativo médio da gordura perirrenal,
aproximadamente, 65% menor que C (Figura 11).

Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos nao portadores de tumor, os grupos tratados com metformina apresentaram
tendéncia de diminuicdo do peso relativo da gordura perirrenal, sendo que essa
reducéo foi de, aproximadamente, 20% no grupo CM em relagdo ao grupo C e de,

aproximadamente, 7% no grupo LM em relagédo ao grupo C (Figura 11).
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Figura 11: Peso relativo da gordura perirrenal em relacdo a carcaga nos diferentes grupos
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor
de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrdo da média. NUmero 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''.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relacdo a C.
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O peso relativo da gordura inguinal também foi muito diminuido em todos os
grupos portadores de tumor, sendo que nos grupos W, LW e LWM essa redugéo foi de,
aproximadamente, 60% enquanto que no grupo WM foi de 50%, quando comparados
ao grupo C (Figura 12).

Entre os animais ndo portadores de tumor ndo houve variagdo estatisticamente
significativa. Porém, o grupo CM apresentou redugdo de 5% em relacdo ao grupo C

(Figura 12).
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Figura 12: Peso relativo da gordura inguinal em relacdo a carcaga nos diferentes grupos
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de
Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Numero 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 .Dieta com excesso de 3% de leucina. * p<0,05 em relagéo a C; **
p<0,001 em relagéo a C.

O peso relativo do musculo gastrocnémio foi reduzido em todos os grupos
portadores de tumor , porém essa redugcdo foi menor nos animais tratados com

metformina e/ou leucina. O grupo W apresentou redugdo de 20% do peso relativo
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médio do musculo gastrocnémio quando comparado ao grupo C, enquanto que 0s
animais dos grupos LW, WW e LWM apresentaram redugdo de 15%, quando
comparados ao grupo C (Figura 13). Porém nado houve variacdo estatisticamente
significativa entre as diferengas 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, ndo houve variagdo no peso
relativo médio do musculo gastrocnémio entre os grupos néo portadores de tumor

(Figura 13).
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Figura 13: Peso relativo do musculo gastrocnémio em relagdo a carcaca nos diferentes grupos
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de
Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Numero 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 relacédo a C; ***
p<0,001 em relagéo a C.

O peso relativo do tumor em relagdo a carcaga nao foi alterado nos diferentes

grupos experimentais (Figura 14).
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Figura 14: Peso relativo do tumor em relagdo a carcaca nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica; LW, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de
Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do
tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados
expressos como média e erro padrao da média. Nimero 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'.Dieta com
excesso de 3% de leucina.

4.2. Parametros Séricos e Teciduais

Parametros séricos (concentracdo de glicose, proteinas totais, albumina,
globulinas, GH, IGF-1 e ACTH) e teciduais (concentracao de proteina e taxa de sintese
e degradacao protéica no musculo gastrocnémio) foram analisados para avaliar o
estado caquético dos animais portadores de tumor.

A concentracdo sérica de glicose foi muito diminuida em todos os grupos
portadores de tumor, sendo que nos grupos W e WM essa reducado foi de,
aproximadamente, 50% enquanto que nos grupos LW e LWM a reducéao foi de 40%,
quando comparados ao grupo C (Figura 15). Embora a concentracdo de glicose nos
grupos LW e LWM tenham sido aproximadamente 20% maiores que no grupo W, essa
diferenca nao foi estatisticamente significativa (Figura 15).

A concentracao sérica de glicose nao foi alterada nos grupos nao portadores de
tumor, independentemente do tratamento com metformina e/ou suplementacdo com

leucina (Figura 15).
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Figura 15: Concentracao sérica de glicose nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos & dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos & dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Nimero 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 relacéo a C.

A concentragdo sérica de proteinas totais apresentou-se diminuida
aproximadamente 20% em todos 0s grupos portadores de tumor quando comparados

ao grupo C, ja os grupos nao portadores de tumor ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre si (Figura 16).
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Figura 16: Concentracdo sérica de proteinas totais nos diferentes grupos experimentais. Legenda:
C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a
dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Nimero 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 relacédo a C.
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A concentracdo sérica de albumina apresentou-se diminuida aproximadamente
25% em todos os grupos portadores de tumor, quando comparados ao grupo C (Figura
17). Os grupos nao portadores de tumor ndo apresentaram variagdo na concentracao

sérica de albumina, como pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17: Concentracao sérica de albumina nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. NOmero 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'.Dieta com excesso de 3% de leucina. *** p<0,001 em relacdo a C.

A concentracdo sérica de globulinas apresentou-se diminuida em todos os
grupos portadores de tumor. Porém, como pode ser observado na Figura 18, essa
diminuicéo 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, ndo houve variacdo estatisticamente significativa quando
comparados ao grupo W (Figura 18). De maneira semelhante, entre 0os grupos nao
portadores de tumor, n&o houve variagdo estaticamente significativa quando

comparados ao grupo C (Figura 18).
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Figura 18: Concentracdo sérica de globulinas nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C,
ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. NUmero 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 relagéo a C.

Embora as variagbes na concentragdo de GH ndo tenham sido estatisticamente
significativas, é possivel observar que, com excegdao do grupo LWM, os grupos
portadores de tumor apresentaram concentragcdes de GH menores que 0s grupos nao
portadores de tumor (Figura 19). A concentracdo de GH no grupo W foi reduzida em
50%, quando comparado ao grupo C, enquanto que no grupo LW e WM essa reducgéo
foi de 80% e 70%, respectivamente, quando comparados ao grupo C. A concentracao
de GH no grupo LWM foi aumentada em, aproximadamente, 80% quando comparado
ao grupo C (Figura 19).

Dentre os grupo nao portadores de tumor também houve variacdo na
concentracdo 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

concentragdo de GH (Figura 19).



38

R

i N

c w L CM LM LW WM LWM

Figura 19: Concentracdo de GH sérico nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. NUmero de animais igual a 3 por grupo.
Tratamento com metformina: 36 mg x Kg'1.Dieta com excesso de 3% de leucina

A concentracédo de IGF-1 teve padrao similar ao observado na concentracéo de
GH, tendo em vista que o GH tem efeitos fisioldgicos diretos e indiretos mediados pelo
fator de crescimento semelhante a insulina — IGF-1.

A concentracdo de IGF-1 apresentou-se muito diminuida em todos os grupos
portadores de tumor (cerca de 90% menor no W, 95% nos grupos LW e WM e 85% no
LWM em relagéo ao grupo C), como pode ser observado na Figura 20.

Dos grupos nao portadores de tumor, apenas o grupo CM apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparado ao grupo C (CM foi 45% menor que o
grupo C) (Figura 20). Porém, a concentracao de IGF-1 foi reduzida em 14% no grupo L,
quando comparada ao grupo C. No grupo LM a reducao foi de, aproximadamente, 30%,

quando comparado ao grupo L (Figura 20).
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Figura 20: Concentragéo sérica de IGF-1 nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos & dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrao da média. NiUmero 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
relagéo a C; *** p < 0,001 em relagéo a C.

As concentragdes de ACTH nos grupos portadores de tumor foram aumentadas
em relagao ao grupo C (maior em cerca de 90% no W, 100% no LW, 60% no WM, e
16% no LWM em relacdo ao grupo C), embora essas diferengcas ndo sejam

estatisticamente significativas (Figura 21).
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Figura 21: Concentracao de ACTH sérico nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Niamero 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 concentracdo de proteina no musculo gastrocnémio nao foi estatisticamente
diferente entre os grupos experimentais (Figura 22). Porém, o grupo W apresentou 5%
de reducao na concentragao de proteina quando comparado ao grupo C. Os grupos LW
e WM apresentaram 4% e 5% de aumento, respectivamente, na concentragdo de
proteina muscular quando comparados ao grupo W (Figura 22).

Dentre os grupo ndo portadores de tumor houve aumento na concentragdo de
proteina no musculo gastrocnémio 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 variacdo na concentracao de proteina muscular quando comparado ao

grupo L, sendo que LM foi 4% (Figura 22).
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Figura 22: Concentracao de proteina no misculo gastrocnémio nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker
submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos
a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Nimero 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 concentragdo de tirosina liberada no meio de incubagcao tenha sido
maior em todos os grupos portadores de tumor, com excecao do grupo LWM, esse
aumento nao 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 néo portadores de tumor tiveram aumento de, aproximadamente, 20%
na concentracdo de tirosina liberada para o meio de incubagéo, quando comparados ao

grupo C (Figura 23).
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Figura 23: Concentragdo de tirosina no meio de incubagao nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker
submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos
a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro 1padra"io da média. Numero de
animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg .Dieta com excesso de 3% de
leucina.

Embora a diferenga na concentragcdo de fenilalanina marcada com tricio
incorporada no musculo gastrocnémio nao tenha sido estatisticamente significativa
entre 0s grupos experimentais, € possivel observar aumento de 230% desse

aminoacido no musculos dos animais do grupo L quando comparados aos animais do
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grupo C (Figura 24), e também nos outros grupos suplementadas com leucina
observou-se tendéncia ao aumento da incorporacao 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 incorporacao de fenilalanina 90% maior que o grupo C e

cerca de 130% maior que o grupo W.

o o

N w

(&)} o
1 J

o

o

o
1

o
—
o
1
-

Incorporacao de
3H-fenilalanina

00s{ 1 | L
0.00 7

cC W L CM LM LW WM LWM

Figura 24: Concentracdo de fenilalanina no musculo gastrocnémio nos diferentes grupos
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de
Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrdao da média. NUmero de
animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg™'.Dieta com excesso de 3% de
leucina.
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A razao entre sintese protéica (representada como incorporacao de fenilalanina
no musculo gastrocnémio) e degradacao (representada como liberacdo de tirosina no
meio de incubacao no qual o musculo gastrocnémio foi imerso), em relacao ao grupo
controle, mostrou que os animais portadores de tumor apresentaram reducdo do

turnover protéico. Porém, essa diminuicdo foi mais pronunciada no grupo W, sendo
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aproximadamente 90% menor que o grupo C. Com relagao aos grupos nao portadores
de tumor, verificou-se que houve expressivo aumento do balango protéico no grupo L,

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

Figura 25.
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Figura 25: Razao entre sintese e degradacao protéica no musculo gastrocnémio nos diferentes
grupos experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de
tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM,
ratos submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica
em leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e
tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em
leucina e tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrao da média.
Numero de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg'.Dieta com
excesso de 3% de leucina.

4.3. Vias de Sinalizacao Celulares

A concentracdo 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 diminuido a
concentracdo de IRS-1 total nos grupos nao portadores de tumor (CM e LM), essa

diferenca nao foi estatisticamente significativa (Figura 26A). Embora tenha ocorrido
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diminuicdo na concentracao de IRS-1 fosforilada nos grupos W e, principalmente LWM,
essa diminui¢cdo nao foi estatisticamente significativa (Figura 26B).

A relagao entre IRS-1 fosforilada e IRS-1 total foi bastante aumentada em todos
0s grupos portadores de tumor, com excec¢ao 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).
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Figura 26: (A) concentracédo de IRS-1 total, (B) concentracao de IRS-1 fosforilada e (C) relagéo entre
as concentragdes de IRS-1 fosforilada e IRS-1 total no musculo gastrocnémio nos diferentes grupos
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor
de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Figura C:
resultados expressos como relagao entre a média dos valores da proteina fosforilada pela média da
proteina total. NUmero de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg
' Dieta com excesso de 3% de leucina.* p<0.05 em relagao ao grupo C.
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As diferencas na concentracao de Stat-3 total (signal transducer and activator of
transcription 3) nao foram estatisticamente significativas (Figura 27A), embora haja
tendéncia ao aumento nos grupos sem tumor (L, CM e LM) e também nos grupos com
tumor, principalmente nos W e LWM. Com padréo similar, observou-se que a
concentragdo de Stat-3 fosforilada nédo apresentou alteragdo estatisticamente
significativa entre os grupos experimentais (Figura 27B), embora haja tendéncia ao
aumento nos grupos sem tumor (L, CM e LM) e no grupo com tumor LW.

A relagéo entre Stat-3 fosforilada e Stat-3 total também n&o apresentou alteracao

estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura 27C).
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Figura 27: (A) concentracdo de Stat-3 total, (B) concentracdo de Stat-3 fosforilada e (C) relacdo
entre Stat-3 fosforilada e Stat-3 total no musculo gastrocnémio nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker
submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos
a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em
leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro padrao da média. Figura C:
resultados expressos como a relagéo entre a média dos valores da proteina fosforilada pela média
da proteina total. Nimero de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg°
' Dieta com excesso de 3% de leucina.
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Embora a concentracdo de Stat-6 fosforilada (signal transducer and activator of
transcription 6, induzido por interleucina 4) tenha sido aumentada nos grupos W e LW,

qguando comparados ao grupo C, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa

(Figura 28).
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Figura 28: concentracdo de Stat-6 fosforilada no musculo gastrocnémio nos diferentes grupos
experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor
de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em
leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados
com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e
tratados com metformina. Resultados expressos como média e erro 1padrélo da média. Numero de
animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg™ .Dieta com excesso de 3% de
leucina.

A concentragdo de Jnk total (c-Jun N-terminal kinase) nao 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 concentracdo de Jnk fosforilada foi ligeiramente menor em todos os grupos

quando comparados ao grupo C, porém a diferenca nado foi estatisticamente
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significativa (Figura 29B). O grupo LM apresentou reducao de 40% quando comparado
ao grupo C e de 20% quando comparado ao grupo L (Figura 29B)
A relacao entre Jnk fosforilada e JnK total n&o foi alterada nos diferentes grupos

experimentais (Figura 29C).

A B
. (] B
° 5 .Ui 7
T (7]
o |
_g® : g8
E';“’m x5 385
O8GC,| €0 LG
"&’&,6 DI Q= 4
1 0"6 n_w%g
£8 352 3523
S8S S 2
T 3 SE 2
r- A c
=] =] 14
0 0
C W L CM LM LW WMLWM C W L CM LM LW WMLWM
37 C

P-JnK / Total Jnk

0

cC w L CM LM LW WM LWM

Figura 29: (A) concentragdo de Jnk total, (B) concentragdo de Jnk fosforilada e (C) relagao entre
Jnk fosforilada e Jnk total no musculo gastrocnémio nos diferentes grupos experimentais. Legenda:
C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a
dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Nimero de animais igual a 8 por grupo.
Tratamento com metformina: 36 mg x Kg™'.Dieta com excesso de 3% de leucina.

A concentracao de Erk total (extracellular signal-regulated kinase) apresentou-se
diminuida em todos os grupos portadores de tumor, porém apenas nos grupos W e
LWM essa diferenca foi estatisticamente significativa (sendo menor em cerca de 16%
no grupo W e 30% no grupo LWM em relacdo ao C) (Figura 30A). A concentracao de

Erk fosforilada apresentou diminuicdo estatisticamente significativa nos grupos LM e
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LWM, quando comparados ao grupo C (cerca de 43% e 54% nos LM e LWM,
respectivamente, em relacao ao C) (Figura 30B).
A relagéo 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 B
10.0- © 301
[}] _
T o )
9 3 — g2
®Z 5 7.5 — 2
‘Sﬁgg — f‘&"agzo'
—_— — — D C ‘= *k
Fegge | | —] we g2 "
] p g o 5.0 — 1 » 8 e
L9058 — agds
wgo — g g 107
c 3 2.5 — o=
c — c L
o — ]
0.0 — 0
CM LM LW W C W L CM LM LW WM LWM
4 C

P-Erk / Erk Total

C W L CM LM LW WM LWM

Figura 30: (A) concentracdo de Erk Total, (B) concentracdo de Erk fosforilada e (C) relacdo entre Erk
fosforilada e Erk total no misculo gastrocnémio nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica
tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com metformina; LW,
ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor
de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor
de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados expressos como
média e erro padrdo da média. Numero de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36
mg x Kg™'.Dieta com excesso de 3% de leucina. * p < 0,01 em relacdo a C; § p < 0,01 em relacdo a W.

A concentracao 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).
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A relacdo entre Akt fosforilada e Akt total foi diminuida nos grupos L, CM e LM
quando comparados ao grupo C, porém nao houve diferenga estatisticamente
significativa (Figura 31C). Nos grupos portadores de tumor houve aumento dessa
relagdo, quando comparados ao grupo C, porém apenas no grupo WM, quando
comparado ao grupo W, observou-se diferenga estatisticamente significativa (WM foi

55% menor que W) (Figura 31C).
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Figura 31: (A) concentragao de Akt total, (B) concentragdo de Akt fosforilada e (C) relagdo entre Akt
fosforilada e Akt total no misculo gastrocnémio nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica
tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com metformina; LW,
ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor
de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor
de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados expressos como
média e erro padrao da média. NUmero de animais igual a 8 por grupo. Tratamento com metformina: 36
mg x Kg'.Dieta com excesso de 3% de leucina. § p < 0,05 em relagdo a W; §§ p < 0,005 em relacdo a W;
# p<0,05 em relagéo a LM.

A concentracao de p70S6K total (p70 Ribossomal S6 kinase) nao apresentou-se

alterada entre os diferente grupos experimentais (Figura 32A), tendendo a elevacéao nos
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grupos W e WM. A concentragdo de p70S6K fosforilada também nao apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes grupos experimentais (Figura
32B), mostrando também tendéncia a elevagéo no grupo W.

A relacao entre p70S6K fosforilada e p70S6K total ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os diferentes grupos experimentais (Figura 32C).
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Figura 32: (A) concentracao de p70S6K total, (B) concentragdo de p70S6K fosforilada e (C) relagcéo entre
p70S6K fosforilada e p70S6K total no musculo gastrocnémio nos diferentes grupos experimentais.
Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos
submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a
dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos
portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg°
' Dieta com excesso de 3% de leucina. Nimero de animais igual a 8 por grupo.

A expressao da proteina GADPH foi semelhante em todos os grupos
experimentais (Figura 33), correspondendo ao padrdo de controle interno e também de

mesma concentracao de proteina para todos 0s grupos experimentais.
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Figura 33: Expressao da proteina GADPH nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos & dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média das porcentagens dos grupos em relagao
ao grupo C. Numero de animais por grupo igual a 3. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg".Dieta
com excesso de 3% de leucina.

A expressao de elF4G ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos, apesar do ligeiro aumento verificado nos grupos W, CM, LM e LW

(Figura 34).
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Figura 34: Expressao da proteina elF4G nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrao da média das porcentagens dos grupos em relagao
ao grupo C. Nimero 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 expressao de 4E-BP1 nao apresentou diferenga estatisticamente significativa

entre 0s grupos, porém houve tendéncia de aumento nos grupos LW e WM (Figura 35).
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Figura 35: Expressao da proteina 4E-BP1 nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM,
ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina;
LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com
metformina. Resultados expressos como média e erro padrdo da média das porcentagens dos
grupos em relacdo ao grupo C. Numero de animais igual a 3 por grupo. Tratamento com
metformina: 36 mg x Kg™'.Dieta com excesso de 3% de leucina.

A expressdo da proteina 20S nao se apresentou alterada nos diferentes grupos
experimentais (Figura 36A). Ja a expressdao de 19S, embora n&o tenha sido
estatisticamente significativo, mostrou-se ligeiramente aumentada nos grupos WM e
LWM (Figura 36B). A expresséo da proteina 11S foi diminuida em cerca de 50% no

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

W.
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Figura 36: (A) expressdo da proteina 20S, (B) expressao da proteina 19S e (C) expressao da
proteina 11S nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos submetidos a dieta
normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos
submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica tratados com
metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor
de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do
tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina. Resultados
expressos como média e erro padrao da média das porcentagens dos grupos em relagao ao grupo
C. Numero de animais igual a 4 por grupo.” p<0,05 em relagéo a L. Tratamento com metformina: 36
mg x Kg™'.Dieta com excesso de 3% de leucina.

A expressao da proteina E» foi diminuida em todos o0s grupos experimentais
quando comparados ao grupo C, porém essas diferencas nao foram estatisticamente
significativas (Figura 37).

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

20% na expressao de E, (Figura 37).
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Dentre os grupos ndo portadores de tumor, o grupo L apresentou redugédo 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: Expressdo da proteina E, nos diferentes grupos experimentais. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta
normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com
metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM,
ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina.
Resultados expressos como média e erro padrdo da média das porcentagens dos grupos em relagao
ao grupo C. Namero de animais igual a 3 por grupo. Tratamento com metformina: 36 mg x Kg'1.Dieta
com excesso de 3% de leucina.



55

5.DISCUSSAO

O crescimento tumoral promove grande perda de massa corporea magra, atrofia
muscular, anemia e alteracdes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas
(ARGILES et al., 2003) em funcdo da intensa demanda por nutrientes. No presente
estudo verificamos que em resposta aos efeitos do crescimento tumoral houve grande
diminuicdo das reservas corpéreas, que incluem massa corpdrea magra e gordura,
como mostrado pelos dados referentes ao peso da carcaca (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 parametros
séricos, sendo a proteina total sérica (Figura 16) a primeira desses parametros
relacionada ao estado caquético associada a desnutricdo, como também pelo
decréscimo das concentragdes séricas de albumina (Figura 17) e globulinas (Figura 18).
Os menores valores encontrados nos animais portadores de tumor demonstram a
intensa espoliacédo protéica sofrida em fungéo da rapida evolugao da neoplasia.

A presenga do tumor de Walker estimula a resposta inflamatoria no inicio do
desenvolvimento da massa tumoral, porém, em estagios mais avangados, ha
diminuicdo da resposta inflamatéria do hospedeiro (ZYNGIER et al, 1991). Esse
aumento inicial da resposta inflamatéria pode ser a causa do maior peso relativo do
baco encontrado nos animais portadores de tumor (Figura 9). Em resultados prévios em
nosso laboratério, os animais portadores de tumor apresentam elevada secrecdo de
corticosterdides e catecolaminas. Esse aumento poderia estar associado a resposta
inflamatoéria promovida pela presencga do tumor, que estimula a producéo e liberacao de

citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6, que, por sua vez, estimulam o eixo
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hipotalamo-hipéfise-adrenal a secretar CRH, ACTH e corticosterona (REBECA et al,
2008; ARGILES et al., 2005). Em funcdo disso, fizemos ensaios para analisarmos a
concentragdo de ACTH, e como observado nos animais dos grupos portadores de
tumor, houve maior concentracdo de ACTH em relagdo aos grupos controles (Figura
21). O aumento da concentragao de corticosterona, que aumenta a disponibilidade de
glicose circulante através do estimulo a gliconeogénese e da glicogendlise, pode estar
relacionado a grande taxa metabdlica das células neoplasicas, e consequente utilizagao
e captacao da glicose sérica para provimento de energia para crescimento tumoral.

O aumento na secregédo de corticosterona também pode explicar a diminuigdo
das concentragbes séricas de proteinas totais, albumina e globulinas (Figuras 15 a 17)
nos animais portadores de tumor, ja que esse horménio estimula o catabolismo
protéico. Associada a grande espoliagdo protéica, a concentracdo sérica de glicose
(Figura 14) muito diminuida nos animais dos grupos portadores de tumor pode estar
relacionada a intensa taxa metabdlica das células neoplasicas, e, consequentemente,
intensa captacdo e utilizacdo da glicose sérica para provimento de energia para
crescimento tumoral.

Dados na literatura demonstram que o crescimento tumoral induz intensa
degradacao protéica, evidenciada pelo aumento da concentracdo de tirosina liberada
para o meio de cultura proveniente do musculo gastrocnémio (VENTRUCCI et al,
2004). Embora nao tenham apresentado diferencas estatisticamente significativas, os
resultados apresentados nesse trabalho mostraram que ha tendéncia ao aumento na
degradacao protéica nos animais portadores de tumor (Figura 23).

A leucina estimulou a incorporagao de fenilalanina no musculo gastrocnémio nos

animais nao portadores de tumor (Figura 24), mostrando o estimulo positivo para a
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sintese protéica, enquanto que a metformina modulou a sintese protéica. O grupo CM
manteve a incorporacao de fenilalanina semelhante ao grupo C, bem como o grupo LM,
indicando que a metformina modulou a sintese protéica estimulada pela leucina.
Enquanto os outros grupos portadores de tumor apresentaram incorporagdo de
fenilalanina semelhantes, o grupo LW apresentou aumento discreto (cerca de 3 vezes
maior que o grupo W porém reduzido 75% em relacado ao C) (Figura 24), mostrando o
estimulo exercido pela leucina, sobre a sintese 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 sintese 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 sintese protéica, garantindo
melhor adaptagdo desse organismo portador de tumor aos efeitos deletérios do
crescimento neoplésico.

A diminuicdo na concentracao de GH e IGF-1 (Figuras 19 e 20, respectivamente)
nos animais dos grupos portadores de tumor, bem como aumento na concentragao de
tirosina liberada no meio de incubacédo (Figura 23), sao indicativos de que o tecido
tumoral induziu diminuicdo do processo de sintese protéica, além de aumentar o
processo de degradacdo, principalmente no grupo W. Embora as alteracbes na
expressao das proteinas pertencentes ao sistema ubiquitina-proteossomo (subunidades
20S, 19S e 11S) ndo tenham sido muito pronunciadas nos animais portadores de tumor
(Figura 36A, B e C, respectivamente), varios estudos apontam que essa via € alterada

pela presenca de tumor (WATERMAN et al., 1999; MAXWELL et al., 1999).
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Ha muitos estudos que comprovam o efeito anabodlico do IGF-1 e também
aumento da captagdo de aminoacidos promovidos por esse fator de crescimento. Em
fungédo do exposto, a concentragdo sérica de IGF-1 foi analisada para verificar se essa
€ uma via de sinalizagdo importante para os processos de sintese e degradagcdo, em
ratos, como modelo experimental de cancer. Como observado, todos 0s grupos
portadores de tumor apresentaram concentracdo de IGF-1 diminuida, sempre
associada a menor concentracdo de GH, com excecdo do grupo LWM, quando
comparados aos grupos nao portadores de tumor. Dos grupos nao portadores de tumor,
aqueles que foram tratados com metformina (CM e LM) embora tenham apresentado
diminuicédo estatisticamente significativa na concentragdo sérica de IGF-1, associado a
concentragdo de GH mantida ou elevada, ndo houve prejuizo na sintese protéica ou
aumento do processo de degradacdo, mostrando balango protéico semelhante ao
controle. Porém, a metformina associada a suplementacdo de leucina promoveu
melhora do balango protéico no grupo LWM, mesmo concomitante ao decréscimo de
hormbnios anabdlicos como GH e IGF-1. Esse fato decorre, possivelmente, da nao
necessidade de estimulagédo ou acao do IGF-1, visto que a ativacao da AMPK (quinase
responsavel por efeitos anti-proliferativos) promovida provavelmente pela metformina
direcionou para inibicao da proliferacao celular, principalmente neoplasica, estimulada
pela insulina e IGF-1 (VIGNERI et al., 2009; MCCARTY, 2004).

A ligacao do IGF-1 ao seu receptor na membrana celular leva a autofosforilacao
de residuos de tirosina na porcao intracelular do receptor e, posteriormente, a
fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS-1). Nesse estudo, avaliamos duas
vias de sinaliza¢do subsequentes a ativagao de IRS-1: a fosforilagdo e ativacdo de PI3K

e, posteriormente, a fosforilacdo e ativacdo de Akt (PKB) e também a fosforilacdo e
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ativacao de Erk (MAPK). Assim, a redugao da concentracdo de IRS-1 total associado a
semelhante concentracdo de IGF-1, sugere que, nos grupos portadores de tumor
tratados com metformina (WM e LWM), a melhora do balango protéico no musculo
gastrocnémio dos animais desses grupos, correspondem as vias de sinalizagao para
sintese protéica que podem estar reguladas por outros mecanismos. Esse fato nao
ocorreu nos grupos nao portadores de tumor, ja que o grupo CM, mesmo apresentando
menor concentracdo de IGF-1, apresentou balanco protéico semelhante ao grupo C.
Embora o grupo W tenha apresentado concentragéo de IRS-1 fosforilada menor que o
grupo C, essa diferenca foi discreta e nao foi estatisticamente significativa. Entretanto, a
avaliacao da relagcéo entre a concentragéo de IRS-1 fosforilada e IRS-1 total, que pode
ser utilizada como indicativo da ativacdo ou ndo dessa proteina, apresentou alteracéo
em todos os grupos portadores de tumor, com excegéao do grupo LWM.

A sinalizacao celular também envolve as proteinas Stat-3 quanto Stat-6, que séo
proteinas transdutoras de sinal e ativadoras da transcricdo, sendo estimuladas por
citocinas e fatores de crescimento (SANTOS et al., 2011). Embora as concentragcdes de
IL-1, IL-6 e TNF-a n&o 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; ARGILES et al., 2005), portanto é possivel
aventar a hipétese que o aumento nas concentracdes dessas citocinas tenha induzido
ao aumento da relagao entre Stat-3 fosforilada e total, em todos os grupos com tumor, e
elevacao da Stat-6 fosforilada, principalmente nos grupos W e LW, sugerindo provavel
adaptacdo do musculo gastrocnémio aos efeitos deletérios do tumor. STEPHANOU
(2004) propds, em sua revisdao, que o miocardio quando em situa¢do de injuria poderia

tanto ativar a quinase Stat-1 como também a Stat-3; em seus estudos, a ativagao da via
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envolvendo a fosforilacdo da Stat-3 aumentou a sobrevida de células do miocardio
expostas a injuria por isquemia e reperfusédo, reduzindo o nivel de morte celular por
apoptose. E provavel que um dos mecanismos de adaptacdo a situacdo de efeitos
deletérios induzidos pelo crescimento tumoral estejam voltadas para a preservagao da
musculatura, apesar a espoliacao de proteina desse tecido.

Muitas evidéncias apontam que Jnk pode atuar como uma quinase de proteinas
pré-apoptéticas (DAVIS, 2000) e, dessa forma, inibir o crescimento de células
neoplasicas 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 alteracées nas concentracdes de Jnk total, Jnk fosforilada e relacdo entre
Jnk fosforilada e total (Figura 28A, B e C) ndo apresentaram diferengas significativas
entre os grupos. Assim, novamente sugere-se que por mecanismos ainda ndao bem
elucidados, houve adaptacgéao tecidual em resposta aos efeitos deletérios do tumor.

Erk (também conhecida como MAPK) é uma quinase de proteinas com funcao
central na mediacao entre a ligacdo de multiplos fatores de crescimento aos seus
receptores na membrana celular e a transducéo desses sinais. A cascata de sinalizacao
de MEK (também conhecida como MAPKK) e Erk esta relacionada a transformacdes e
progressao de tumores, sendo que a ativacdo constitutiva de MEK é conhecida por
causar transformacao celular (SHAUL e SEGER, 2006; HOSHINO et al., 1999). A via de
sinalizagdo da ErK (MAPK) é anormalmente estimulada em vérios tipos de tumores, ja
que é responsavel por fosforilar a quinase da cadeia leve da miosina, calpaina, quinase
de adesdo focal e paxilina (HUANG et al., 2004) e essas proteinas promovem a
migracao das células neoplasicas (KIM e CHOI, 2010). Por outro lado, a via de

sinalizagado da Erk também regula a atividade e a expressao proteinas da familia Bcl-2,
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levando a sobrevivéncia de células neoplasicas (BALMANNO e COOK, 2009). Fatores
de crescimento, tais como IGF-1 e EGF (fator de crescimento epidérmico, do inglés:
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
proteinas Raf (A-Raf, B-Raf ou C-Raf) sdo responséaveis 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 musculo gastrocnémio, aqui estudado,
a concentracdo de Erk total foi ligeiramente menor em todos os grupos portadores de
tumor, porém nos grupos W e LWM essa diminuicao foi significativa. A concentragéo de
Erk fosforilada e a relagao entre Erk fosforilada e total foi muito semelhante entre esses
grupos. Nesse caso, a via de sinalizacdo da Erk ndo esta voltada para o processo de
proliferacao celular, mas sim para o processo de ativacdo da mTOR, que no presente
trabalho aventa-se a hipétese de que esta ativacao nao tenha ocorrido, principalmente,
na musculatura dos animais portadores de tumor, corroborando o fato de que durante a
presenca do cancer ha diminuicao ou inibicao do processo de sintese protéica.

Por outro lado, a Akt € uma quinase diretamente relacionada a atividade celular
em muitos aspectos, como, por exemplo, captacdo de glicose. A leucina € um dos
aminodcidos que além de atuar como sinalizador celular, também estimula a
fosforilacdo da Akt, paralelamente a insulina, no estimulo para captacao de glicose.
Embora os grupos sem tumor ndo tenham apresentado variacdo na fosforilacdo da Akt
(pelo contrario, houve reducao da relacao entre Akt fosforilada e total) (Figura 31C),
independente da suplementacdo nutricional e tratamento com metformina, esse
processo nao implica na menor atividade celular e sim em aumento da sintese protéica

e, consequentemente, melhora de todos os parametros corporais. Por outro lado, nao
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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 musculos (HOMMOLBERG et al., 2010).

Embora a concentracdo de insulina ndo tenha sido avaliada, tem sido
demonstrado que a presenga de tumor induz decréscimo da insulina circulante e muitas
vezes resisténcia periférica a insulina. A relacdo diminuida entre Akt fosforilada e Akt
total no grupo WM ¢€ plausivel com os dados da literatura, que demonstram que a
metformina atua aumentando a sensibilidade das células a insulina (VIGNERI et al.,
2009). Paralelamente, a ativagdo da AMPK pela metformina foi demonstrada em ratos,
tanto em figado quanto em musculo esquelético, e em musculo esquelético de
pacientes diabéticos que recebiam doses clinicas desse farmaco (MUSI et al., 2002).

A metformina age sobre a AMPK, aumentando a atividade dessa enzima, que,
por sua vez, leva a inibicdo da via de sinalizacdo promovida pela insulina, IGF-1 e
outros fatores de crescimento, culminando com diminuicdo da fosforilagdo de Akt
(Figura 31B), como observada principalmente no grupo com tumor WM.

A concentracdo de metformina (36 mg x Kg') administrada aos animais mostrou-
se eficaz em aumentar a concentracdo de glicogénio hepatico (provavelmente por
estimular a captacado de glicose pelos hepatdcitos) e também mostrou-se eficaz em
diminuir o peso relativo da gordura perirrenal e gordura inguinal nos animais do grupo
CM. Porém, essa concentragdo de metformina pode néo ter sido suficiente para inibir a
mTOR e, consequentemente, inibir 0 processo de sintese protéica no tecido tumoral
(Figura 13). Embora o processo de sintese e degradagao protéica no tecido tumoral néo
tenha sido o objetivo desse estudo, existem trabalhos que mostram que a metformina

em maiores concentragdes (250 a 500 mg x Kg™') 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, ha estudos que demonstram que a metformina
administrada a pacientes humanos em concentragdo igual a concentragdo maxima
administrada a pacientes humanos (74 pg x g'') aumenta o depdsito de glicogénio no
miocardio, mimetizando um quadro de cardiopatia hipertréfica e pode causar
anormalidade eletrofisiologica (COSTA, 2005; ARAD et al., 2001).

A mTOR €& uma enzima chave para o metabolismo celular, para qual varias vias
de sinalizacdo convergem. A mTOR, em resposta a aminoacidos (especialmente
leucina) e fatores de crescimento, atua fosforilando, principalmente, p70S6K e 4E-BP1.
A proteina p70S6K, quando fosforilada, fosforila a proteina S6 ribossomal, enquanto
que a proteina 4E-BP1, quando fosforilada, € inibida e ndo é mais capaz de se ligar a
elF4E e, dessa forma, elF4E pode se ligar a elF4G. Embora a concentragdo de p70S6K
total tenha sido ligeiramente aumentada nos grupos portadores de tumor e a
concentracao de p70S6K fosforilada tenha sido aumentada apenas nos grupo W, a
relacdo entre p70S6K fosforilada e p70S6K total (Figura 32C) mostrou tendéncia de
diminuicdo nos grupos portadores de tumor tratados com leucina e/ou metformina.
Associando-se esse fato as variacoes de expressao do fator de iniciacdo elF4G e 4E-
BP1, verifica-se que havendo aumento da expressdo de 4E-BP1 é possivel que o
processo de sintese esteja igual ou inibido. Entretanto, vale ressaltar que, no grupo
LWM ,os valores similares de elF4G e 4E-BP1 (Figuras 34 e 35, respectivamente), ao
do grupo controle, também estdo associados ao melhor balango protéico encontrado
entre todos os grupos com tumor (Figura 25), sugerindo que a associacao entre

suplementacao nutricional com leucina e metformina promoveu melhor adaptacao da
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musculatura esquelética nesses animais, mesmo sob influéncia dos efeitos deletérios

do crescimento tumoral.
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6.CONCLUSOES

A suplementagdo com leucina foi capaz de estimular a sintese protéica nos
animais ndo portadores de tumor, e os resultados sugerem que esse efeito foi via Akt
ou Erk, enquanto que a metformina estimulou a sinalizagdo via IRS-1, levando a
ativacao de Erk.

A evolucao do tumor de Walker promoveu efeitos deletérios, como espoliagdo da
massa protéica muscular, através da elevagdo do ACTH e diminuicdo de GH e IGF-1, e
modulacao dos processos de sintese protéica, através da inibicdo da Erk e IRS-1.

O tratamento com metformina ndo foi eficaz em diminuir o crescimento das
células tumorais, provavelmente em func¢ao da baixa concentragéo que foi administrada

aos animais.
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7.ANEXOS

7.1. Tabelas suplementares

Tabela 1: Resumo das variagdes observadas nos parametros somaticos dos diferentes grupos experimentais
em relagéo ao grupo C. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor
de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos
submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina
tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina;
WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina;
LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina =
ndo apresenta variagcdo em relagao ao grupo C; | diminuicdo em relagdo ao grupo C; 1 aumento com

relagdo ao grupo C. NA: ndo aplicavel.

Peso Peso
Peso Peso Peso Peso Peso relativo Peso

Peso relativo relativo
relativo relativo relativo relativo musculo relativo

carcaga gordura gordura
Coracao figado Bago Adrenal Gastrocnémio tumor

(9) perirrenal inguinal

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
(%) (%)

C 165.5 0.48 5.2 0.54 0.017 1 1 0.6 NA
w ! = ] 1 1 ! ! ! 11.5
L = = = = = = = = NA
CM = = = = = = = = NA
LM = = = = = = = = NA
LW ! = 1 1 1 ! ! l =
WM ! = 1 1 1 ! | ! =
LWM l = 1 1 1 l l l =
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Tabela 2: Resumo das variagdes observadas nos parametros séricos e teciduais nos diferentes grupos
experimentais em relagdo ao grupo C. Legenda: C, ratos submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em
leucina; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta
rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica
em leucina; WM, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com
metformina; LWM, ratos portadores do tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com
metformina. = ndo apresenta variagdo em relacdo ao grupo C; | diminuicdo em relagdo ao grupo C; 1
aumento com relagdo ao grupo C.

. Proteinas . . Proteina N . . Balango
Gl . Alb Globul GH IGF-1 ACTH Pt T Fenilal &
modl) | 985 | Tgal) | e | (meimb) | Gmoiml) | (omaimt) | %00 | aEinghy | (GPug) | MOS0
C 90.0 6.7 3.0 3.7 670.0 314.5 3.3 59 29350 0.05 100
W
l i l i i i 1 ! 1 = l
L
= = = = T = = = T T T
CM
= = = = = l = T T = =
LM
= = = = T l = T T = =
LW
l i l i i i 1 = 1 = l
WM
! ! i i i i 1 = 1 = =
LWM
| 1 ! 1 1 1 = ! 1 = =
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Tabela 3: Resumo das variagdes observadas na expressao de proteinas da via ubiquitina-proteossomo e
fatores de iniciagdo nos diferentes grupos experimentais em relagdo ao grupo C. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica
tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de
Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de
Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina. = ndo apresenta variagao em relagédo
ao grupo C. Unidade Relativa de Fluorescéncia/pg de proteina.

P- P-
rs. | p. | RS b | stat | o P- P- P- P-
1/ Stat- 3/ P- Jnk/ P- Erk/ P- Akt/ P- p70S6K/
VLIRS Rs- | s | SEN | star | St LI G| nk | BT B | Bk | A Ak | oake | P7OSSK | proser | prosek
1 3 total total total total
total total
c 4.7 1.3 0.3 0.2 0.22| 1.32 0.1 33 | 56 18 | 83 | 240 | 30 | 04 | 2.1 8.2 5.6 0.95 0.19
w ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
1 =1 = | = | = |=|=|=]|= = | = |=|=]| = = = =
L =~ =~ =~ =~
CM l ~ ~
M = Ly =
Lw ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
l = 1 = = = = = = = = = = = = = = = =
WM ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
ll=l1]l=|=|=|=|=|=|=|=|=|=|=]|=]] = = =
LWM l = = = = = = = =] l =] =] = = = = =

Tabela 4: Resumo das variagdes observadas na expressado de proteinas da via ubiquitina-proteossomo e
fatores de iniciagdo nos diferentes grupos experimentais em relacdo ao grupo C. Legenda: C, ratos
submetidos a dieta normoprotéica; W, ratos portadores de tumor de Walker submetidos a dieta
normoprotéica; L, ratos submetidos a dieta rica em leucina; CM, ratos submetidos a dieta normoprotéica
tratados com metformina; LM, ratos submetidos a dieta rica em leucina tratados com metformina; LW, ratos
portadores de tumor de Walker submetidos a dieta rica em leucina; WM, ratos portadores de tumor de
Walker submetidos a dieta normoprotéica e tratados com metformina; LWM, ratos portadores do tumor de
Walker submetidos a dieta rica em leucina e tratados com metformina. = ndo apresenta variagao em relagao
ao grupo C.

GAPDH
(%)

elF4G
(%)

4E-BP1
(%)

208
(%)

19S
(%)

118
(%)

E.
(%)

100

100

100

100

100

100

100

CM

LM

LW

WM

LWM
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