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EFEITO DA SUPLEMENTAGAO COM L-GLUTAMINA A 2% SOBRE A NEOGLICOGENESE INTESTINAL EM
RATOS PORTADORES DE CAQUEXIA DO CANCER

Mariana Inocencio Manzano®, Larissa dos Santos Favarot, Heber Amilcar Martins?, Taisa Valques Lorencete3

RESUMO: O papel da neoglicogénese hepatica e renal em condicdes fisiolégicas e fisiopatolégicas encontra-se
bem estabelecido, porém a participagdo da neoglicogénese intestinal nestas condi¢cdes € pouco compreendida,
particularmente no que se refere ao jejum prolongado e a caquexia no cancer. O intestino delgado expressa como
enzimas chave da neoglicogénese a glicose-6-fosfatase (G6Pase) e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
sendo a G6Pase a principal enzima desta via, apresentando como precursores neoglicogénicos a glutamina e o
glicerol. Além disso, a neoglicogénese intestinal é suprimida pela acdo da insulina, dando a este 6rgao o status de
insulino-sensivel e o reconhecimento como o terceiro 6rgdo neoglicogénico. O cancer, por sua vez, é considerado
0 maior problema de salde publica no mundo e a manifestacdo mais frequente no avanco maligno da doenca é a
caguexia, condi¢do resultante do predominio de vias catabdlicas, inibicdo de vias anabdlicas e anorexia. A
presenca de tumor de Walker-256 prejudica o metabolismo da L-glutamina, principal precursor neoglicogénico no
intestino delgado e rins. Desta forma, o intestino, em particular, é seriamente afetado pela reducéo da utilizacdo de
seu principal substrato energético, a L-glutamina. Frente ao quadro exposto, este trabalho objetiva avaliar o
impacto da caquexia do cancer sobre o processo da neoglicogénese intestinal em ratos portadores de tumor de
Walker-256. Utilizaremos quatro grupos experimentais: C- Animais controle; CG- Animais controle suplementados
com L-glutamina; TW- Animais portadores de tumor de Walker-256; TWG- Animais portadores de tumor de
Walker-256 suplementados com L-glutamina. Os animais serdo acompanhados por 5 dias e submetidos ao jejum
de 48 horas ao final do periodo de suplementacao para avaliacdo da expressédo e quantificagdo da enzima PEPCK
através da intensidade de brilho emitido nas imunomarcagdes, tomando como objeto de estudo o duodeno.
Através dos dados obtidos espera-se avaliar o impacto da presenca do cancér, bem como das alteracdes
metabdlicas sobre a neoglicogénese intestinal que podera estar diminuida, uma vez que esta interfere diretamente
no metabolismo energético deste 6rgdo, prejudicando principalmente a via da L-glutamina, ou estar aumentada,
pois estudos demonstraram a existéncia de um ciclo entre as células tumorais e o figado, estimulando a
neoglicogénese hepatica, ndo deixando de levar em consideracdo a suplementacdo com L-glutamina, que pode
potencializar a via neoglicogénica no intestino delgado, o que poderia levar a duas situac¢des distintas, a melhora
na perda de massa corporal mediada pela caquexia ou uma piora do quadro neoplasico.

PALAVRAS-CHAVE: Caquexia no cancer; L-glutamina; Neoglicogénese intestinal.

1 INTRODUCAO
1.1 O CANCER COMO UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA

O céancer é considerado o maior problema de salde publica em diversos paises, representa a segunda
causa de morte no Brasil, segundo dados do Inca, (2009), Estados Unidos e Europa, como demonstra Argilés,
(2005), em seu trabalho. No ambito global, o cancer foi responsavel por 13% das mortes ocorridas no mundo em
2005, e as estimativas apontam para o surgimento de novos casos anuais na ordem de 15 milh6es em 2020, dos
quais 60% ocorrerdo em paises em desenvolvimento (Inca, 2007).

1.2 CAQUEXIA

A perda de peso € uma manifestacdo freqiiente em doencas inflamatérias cronicas, incluindo o cancer,
representando cerca de 22% das causas de morte de pacientes portadores de cancer quando a perda de massa
corpérea supera 30%. Neste contexto, a perda de massa muscular é o fator mais impactante na perda de peso
corporal total, sendo reflexo tanto da anorexia quanto da ma absor¢cdo de nutrientes mediadas pelas células
tumorais, um processo complexo e multifatorial, a caquexia, que pode representar cerca de 5% da perda de
massa corporal total em um periodo de seis meses, sendo mais comum em idosos e criangas, tornando-se mais
pronunciada a medida que a neoplasia evolui (Guarnier et al., 2010).
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13 NEOGLICOGENESE

O sinal para a deflagracdo de mecanismos que atuam sobre a homeostase glicémica é a propria
concentracdo de glicose no sangue, detectada por células especializadas (glicoreceptores) presentes na parede
da veia porta e que levam a informacdo ao sistema nervoso central (SNC) via conexdo vagal aferente para o
hipotadlamo ou para os nlcleos do trato solitario, tendo como resposta varios mecanismos de contra-regulacao,
como a sensacdo de fome e a neoglicogénese (Mithieux, 2005; Mithieux et al., 2009; Mithieux, 2009).

Para que ndo ocorra interrupcdo do suprimento de glicose, o organismo possui mecanismos de
manutencdo da glicemia no jejum (Watford, 2005). A medida que a glicemia declina na auséncia de refeigées, o
figado inicia a degradacéo do glicogénio, mantendo a glicemia em valores normais

1.3.1 o intestino delgado como érgédo neoglicogénico

O principal produtor de glicose nos mamiferos é o figado, e, em menor propor¢éo, 0s rins, em ratos,
humanos e cées (Mithieux et al.,, 2006). Recentemente, estudos em ratos demonstraram a participacdo do
intestino delgado na producdo enddgena de glicose no jejum prolongado e diabetes, sendo classificado como o
terceiro 6rgdo neoglicogénico (Croset et al., 2001; Mithieux et al., 2004a; Mithieux et al., 2004b; Mithieux et al.,
2005; Mithieux, 2005; Habold et al., 2005; Watford, 2005). Em contraste com o figado, a neoglicogénese intestinal
tem como precursores a L-glutamina e o glicerol (Croset et al., 2001).

Estudos em ratos onde a PEPCK hepética encontra-se inibida e em humanos durante a fase anepatica do
transplante de figado verifica-se a importadncia da neoglicogénese extra-hepética. Além disso, ha estudos
evidenciando que mesmo na auséncia e/ou deficiéncia da PEPCK hepatica, ocorre uma adapta¢éo ao jejum, isto
€, manutencédo da glicemia,

14 A G6PASE NO INTESTINO DELGADO

A expressdo do gene da G6Pase é encontrada no duodeno, jejuno e ileo de ratos e humanos, estando a
proporcdo de mRNA da G6Pase aumentada cerca de seis a oito vezes em ratos diabéticos induzidos por
estreptozootocina, com aumento de 300% na atividade da G6Pase em relac@o a ratos ndo diabéticos durante o
jejum prolongado (Rajas et al., 1999).

A inducdo da expressdo e da atividade da G6Pase no intestino delgado ocorre através da resposta
hormonal deflagrada pelo SNC, através do aumento na concentracao de glucagon e glicocorticoides e reducéo da
concentracao insulina no sangue (Chatelain et al., 1998; Rajas et al., 1999). Este mecanismo, embora ndo seja o
Unico envolvido, desempenha papel crucial na indugcdo e controle das enzimas neoglicogénicas no intestino
delgado.

15 L-GLUTAMINA

A L-glutamina é um importante precursor de peptideos, proteinas, aclcar, purina, pirimidina e
consequentemente, sintese de acidos nucléicos e nucleotideos (Newsholme et al., 2003a; Newsholme et al.,
2003b). Em adigéo, a L-glutamina tem um papel fundamental no controle do estresse oxidativo, considerando sua
importancia na formacéo de glutationa, um poderoso anti-oxidante endégeno envolvido na neuroprotecéo frente ao
DM além de constituir a principal fonte de energia para a migracdo celular e proliferagdo da mucosa intestinal
(Tashima et al., 2007; Alves et al., 2010).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Seréo utilizados neste estudo o duodeno e o jejuno de ratos adultos machos, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), gentilmente cedidos pela Prof?. Dra. Jacqueline Nelisis Zanoni, do Departamento de Ciéncias
Morfolégicas, da Universidade Estadual de Maring4, cujo protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacao Animal da Universidade Estadual de Maringa sob o Parecer 062/2012.

Os ratos entdo com 54 dias de idade, foram disponibilizados para o periodo experimental que tera
duracéo de 5, 10 e 14 dias. Portanto, serdo distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, contendo 12 animais
cada, segundo os tratamentos a que serdo submetidos (Tabela 1):

Grupo C Animais controle
Grupo CG Animais controle suplementados com L-glutamina a 2%
Grupo TW Animais portadores de tumor de Walker-256
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Grupo TWG Animais portadores de tumor de Walker-256 suplementados com L-glutamina a 2%
Tabela 1. Divisao dos grupos experimentais.

Os animais dos grupos TW e TWG foram inoculados com uma suspensao de células tumorais Walker-
256 (8,0 x 107 células tumorais viaveis em 0,5 mL em tampao fosfato salino (PBS) 16,5 mM, pH 7,5 por animal)
injetado no flanco direito traseiro. Os animais controle, inoculados com PBS 16,5 mM, pH 7,5 no mesmo local
(Guarnier et al., 2010). Células tumorais de Walker-256 foram gentilmente cedidas pela Prof2. Dra. Flavia Guarnier
do Departamento de Ciéncias Patol6gicas da Universidade Estadual de Londrina.

Os animais ndo suplementados (grupos C e TW) receberam racdo padrao balanceada Nuvilab (Nuvital,
Colombo, PR, Brasil) enquanto nos animais suplementados (grupos CG e TWG), a L-glutamina (Ajinomoto
Interamericana Ind. e Com. Ltda, Limeira, SP, Brasil) foi incorporada a ragcao padrédo na proporcao de 2 g/100 g de
racdo. A racdo devera ser moida e acrescentada a L-glutamina, em seguida reconfeccionada em pellets e entédo
posteriormente secos em estufas (Alves et al, 2010).

2.2 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Ao final do periodo experimental os animais suplementados e ndo suplementados foram submetidos a um periodo
de jejum de 48 horas, sendo em seguida pesados e anestesiados com tiopental sédico (Laboratérios Abbott,
Chicago, IL, EUA) via intraperitoneal (40 mg/kg), sendo mortos sob aproveitamento de anestésico. Duas horas
antes da eutanasia dos animais, foram injetados via intravenosa, 0,5 mg/Kg de peso corporal de sulfato de
vincristina (Tecnocris®, Zodiac Produtos Farmacéuticos S/A, Pindamonhangaba, SP, Brasil) em cada animal, para
0 estudo da mucosa intestinal. O sangue sera coletado por puncdo cardiaca para mensuracdo dos parametros
plasmaticos. Apoés celiotomia os segmentos de duodeno, jejuno e ileo serdo coletados e processados segundo as
técnicas analiticas em que serdo submetidos a Cortes histolégicos para a andlise quantitativa das células da
mucosa imunomarcadas para G6Pase e da PEPCK; Cortes histoldgicos para analise da expressédo da G6Pase e
da PEPCK através da intensidade de brilho.

2.3 ANALISE QUANTITATIVA DA PEPCK PELA TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA
2.3.1 preparacdo das amostras para imunohistoquimica

1. Fixacé@o imediata em solugcao de Zamboni (paraformaldeido 4% e acido picrico 0,4% em tampé&o fosfato),
por 6 horas a 4°C;

2. Lavagens repetidas com PBS 0,1M pH 7,4, por 12 horas;

3. Crioprotecdo em solucéo de sacarose 18% em PBS 0,1M pH 7,4, por 12 horas;

4. Congelamento em nitrogénio liquido, apds terem sido envolvidos em meio de embebi¢do para tecidos
congelados (OTC);

2.3.2 Imunohistoquimica

As reacg0Oes seréo realizadas para PEPCK, em laminas distintas, como segue:

1°dia:1. As laminas serdo trazidas a temperatura ambiente e lavadas por trés vezes, dura nte 10 minutos
cada, com PBS 0,1M pH 7,4, e escorridas;

2. Aplicar-se-a 200 uL de soro de cabra (1:10) sobre as laminas, sendo entdo encubadas em temperatura
ambiente por 30 minutos em camara Uumida;

3. As laminas seréo escorridas;

4. Aplicar-se-a 200 pL de anticorpo primério anti-PEPCK (1:200) produzidos em coelho ou controle negativo,
sendo entdo incubadas a 4°C por 24 horas em camara Umida.

2.4 ANALISE DA INTENSIDADE DE BRILHO EMITIDO NAS IMUNOMARCAGCOES COM G6PASE E PEPCK

A quantificacé@o do brilho emitido nas imunomarcagfes para G6Pase e PEPCK sera realizada através de
imagens obtidas por amostragem utilizando 25 imagens por segmento (duodeno e jejuno) por animal com
aumento de 20X (Zanoni e Pereira, 2008).

As imagens serdo capturadas por camera de alta resolu¢do Moticam® 2500 5.0 Mega Pixel (Motic China
Group Co., Shanghai, China) acoplada ao microscopio éptico de fluorescéncia Olympus® BX40 (Olympus Co.,
Japao), transferidas para microcomputador através do software Motic Images Plus® 2.0ML (Motic China Group
Co., Shanghai, China) e gravadas.

3 RESULTADOS ESPERADOS
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Baseados nos dados da literatura esperamos avaliar o impacto da presenca do cancer, bem como das
alteracdes metabdlicas, sobre a neoglicogénese intestinal, que aparente pode ser influenciada de duas formas: a)
estar diminuida, uma vez que interfere de maneira direta no metabolismo energético deste 6rgéo, prejudicando
principalmente a via da L-glutamina, o principal substrato energético para o intestino delgado e, o principal
precursor neoglicogénico neste tecido; b) estar aumentada, pois 0s estudos demonstraram a existéncia de um
ciclo entre as células tumorais e o figado, estimulando a neoglicogénese hepatica, se a mesma relagdo ocorrer
entre o tumor e o intestino delgado. Vale a pena destacar, o papel da suplementacdo com L-glutamina, que pode
potencializar a via neoglicogénica no intestino delgado, o que poderia levar a duas situac¢des distintas, a melhora
na perda de massa corporal mediada pela caquexia ou uma piora do quadro neoplasico, considerando que o
incremento de glicose sanguinea pode ser captado pelas células tumorais, potencializando o seu
desenvolvimento.
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