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RESUMO

Caracterizada por anorexia perda de peso e intenso catabolismo do hospedeiro, a
sindrome da caquexia induzida pelo cancer é considerada causa primaria de 70%
das mortes dos pacientes portadores de tumor. O tumor de Walker 256 (W256) tem
sido utilizado como modelo experimental para o estudo da caquexia cancer
induzida em ratos. A diminuigdo da secrecdo de insulina, aumento dos horménios
contrareguladores, alta producdo de prostaglandinas E. e citocinas pro-
inflamatérias, sdo fatores envolvidos no estabelecimento da caquexia em ratos
portadores de W256. Estes, somados ao metabolismo tumoral, avido consumidor
de glicose e glutamina, levam a deplecdo dos estoques energéticos e importante
perda de massa muscular do portador, os quais ndo podem ser restabelecidos
através de suporte nutricional. A combinacdo de agentes anabdlicos (Insulina e
Clenbuterol) & inibidores da sintese de prostaglandinas (Naproxeno), mostrou-se
eficaz na reverséo parcial da caquexia e na reducdo da taxa de crescimento do
tumor W256. O presente estudo investigou se a suplementacao oral com glutamina,
associada a esta combinacgao terapéutica poderia produzir melhora significativa no
quadro caquético em ratos portadores de W256, sem estimular o crescimento
tumoral. Para isso, determinou-se alguns parametros metabélicos dos animais -
(glicemia, lactato sérico, contetido de glicogénio hepatico e dos musculos séleo e
gastrocnémio), e do peso do tumor. Houve aumento da glicemia, contetdos de
glicogénio hepatico e muscular, redugdo do lactato sérico de todos os animais
tratados e suplementados em relacdo aos ndo tratados. No grupo tratado com
Naproxeno, Clenbuterol e suplementado houve recuperacao total do contetdo de
glicogénio do musculo séleo quando comparados aos animais nédo tratados e,
interessantemente, houve ganho adicional do contetdo de glicogénio solear
quando comparados ao controle. Foi observado ainda, redugédo do peso do tumor
em todos os grupos tratados quando comparados ao grupo sem tratamento. Os
resultados mostraram que a combinagcdo destes agentes, associados a
suplementacdo com glutamina revertem parcialmente o quadro caquético e
reduzem a taxa de crescimento tumoral, principalmente devido ao anabolismo
muscular produzido no hospedeiro, mas a Glutamina ndo promoveu ganho
adicional significativo quando comparado ao estudo onde n&o havia adicdo desta
ao tratamento.
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INTRODUGAO

Em um organismo multicelular, as células interagem de maneira organizada e
tal como um ecossistema, no entanto, essas interagcdes sdo, predominantemente,
cooperativas e ndo competitiva no meio organico. Segundo este ponto de vista
“ecolégico”, o cancer pode ser analisado como um processo microevolucionario,
onde mutacdo, competicdo e selecdo natural atuando dentro da populaggdo de
células somaticas sdo os ingredientes basicos do cancer (ALBERTS et, al.,1997). O
comportamento “egoista” de algumas células acaba levando a faléncia de todo
sistema pelos mesmos principios que regem a evolucdo de todos 0s.seres vivos.

O cancer esta relacionado com distirbios das regras fundamentais do
comportamento celular nos organismos multicelulares, “sendo as células cancerosas
definidas por duas propriedades hereditarias: (1) reproduzem-se em detrimento das
normais, (2) invadem e colonizam territorios, normalmente, reservados para outras
células” (ALBERTS et.al., 1997). Tumores podem ser divididos em benignos, quando
o crescimento celular permanece contido numa massa Unica ou em malignos,
quando conseguem invadir e se desenvolver em outros tecidos, formando
metastases, sendo assim definidos como canceres. Estes ultimos podem ser, ainda,
classificados de acordo com o tecido e tipo celular de origem; sarcomas originam-se
de tecidos conjuntivos ou musculares, enquanto que, carcinomas derivam de células
epiteliais e leucemias de células hematopoiéticas (ALBERTS et. al., 1997).

Acredita-se que, 0 cancer possa ser produto de varias mutagdes somaticas
acumulas numa unica célula, produzindo mudangas em seu padréo de expresséo
génica (origem epigénica) ou, diretamente na sequéncia de seu DNA (origem
génica) onde ambas as causas levam a célula ao descontrole do ciclo celular
(ALBERTS et. al.,1997).



Enquanto o padrdo gradual de crescimento do tecido normal ndo prejudica
tecidos vizinhos, o crescimento tumoral & peculiar, alterado ao longo do tempo,
produzindo prejuizo de outros tecidos (GREENSTEIN, 1954). Sugerindo, novamente,
o carater competitivo das células tumorais potencialmente letais ao hospedeiro.

Os tumores malignos podem competir com o hospedeiro por nutrientes,
provocando diferentes manifestacdes clinicas, as mais comuns s&o: astenia,
anorexia, perda de peso, saciedade prematura e anemia (THEOLOGIDES, 1979).
Assim, o desenvolvimento tumoral pode induzir a debilidade do organismo
hospedeiro, denominada de sindrome da caquexia (LAWSON et. al, 1982,
THEOLOGIDES, 1979).



TuMOR DE WALKER 256

Descoberto por George Walker em 1928 no John’s Hopkins University School
of Medicine, o qual observou desenvolvimento espontaneo de tumor em gléndulas
mamarias de uma rata gravida, sem metastase e cujo diagnéstico foi carcinoma. Em
1953 e 1954, esse tumor foi transplantado em ratos Sherman por inoculagéo
subcutanea, sendo palpavel em uma semana e levando a morte dos animais apos
seis semanas. Apds 15 dias de inoculagdo, o tumor foi descrito como sendo uma
massa firme, lobulada e encapsulada, produtor de metastases em linfonodos
regionais, pulmonares e retroperitoniais (CAHILL et. al, 1943; EARLE, 1935;
ELSEN,1940; McCOY and NEUMAN, 1956; MIDER et. al.,1948).

O Carcinoma de Walker 256 ou Tumor de Walker 256 apresenta dois
subtipos: tipo A metastizante, que leva a anorexia terminal dos ratos portadores em
aproximadamente 27 dias; e o tipo B que ndo forma metastase e induz a caquexia
precoce do portador, levando a morte em 15 dias. Portanto, esse ultimo tornou-se
um importante modelo para estudos da caquexia induzida pelo cancer

(GUAITANI et. al., 1983), o qual foi utilizado neste trabalho.



INTERACOES METABOLICAS ENTRE HOSPEDEIRO E TUMOR

Mediadores da caquexia

A caquexia no cancer é o termo utilizado para resumir o estado geral caético
do portador de tumor caracterizado por um conjunto de sinais e sintomas, os quais
estdo presentes em dois tercos dos individuos que morrem de cancer
(ARGILES, 1999). Assim, o grau de caquexia esta inversamente relacionado com
prognostico de vida do paciente (DE WYS, 1985; HARVEY,1979). Como resultado
de uma etiologia multifatorial, os mecanismos envolvidos na indu¢do da caquexia no
cancer, ndo sdo totalmente conhecidos, mas a diminui¢do da ingestdo proteico-
caldrica, impossibilitando a manutengdo das reservas energéticas (anorexia), € um
dos achados mais freqlentes nos portadores de cancer (GIACOSA, 1'996), No
entanto, o fracasso na resposta dos individuos caquéticos ao apoio nutricional
demonstrou que, o “definhamento” do portador ndo deva estar relacionado apenas
com seu comportamento alimentar deficiente, mas também com mudangas no
metabolismo intermediario ocasionadas pelo tumor (ARGILES et. al., 1997;
SAKURAI et. al., 1998).

Interacdes metabdlicas entre o tumor e o hospedeiro séo reguladas, de modo
geral, por mecanismo de “feedback” positivo que envolve anorexia € aumento da
demanda energética do portador para o tumor, constituindo a chave do
desenvolvimento da caquexia (ARGILES et. al., 1997).

O crescimento tumoral, assim como infecgdes cronicas, induzem o sistema
imune a liberar mediadores quimicos capazes de alterar o metabolismo de glicose,

lipidios e proteinas (BEISEL, 1975; FILKINS, 1979; BARACOS et. al., 1983).



Aumento dos niveis séricos de acidos graxos, 'glicose e ou, de pelo menos
um tipo de aminoacido, pode provocar depresséo da ingestédo alimentar
(HARPER, 1976). Portanto, a anorexia parece ser mais efeito do que causa do
intenso catabolismo observado nos portadores de doencgas cronicas ou agudas,
como o cancer (ARGILES et al., 1997).

Nos ultimos 20 anos, o estudo crescente da sindrome da -caquexia
demonstrou o envolvimento de mediadores quimicos na producdo -deste -quadro,
tornando claro que este é secundario a anormalidades metabélicas produzidas por
subprodutos do tumor, associados as citocinas liberadas pelo sistema imunoldgico
frente a um estimulo invasor (ARGILES et. al., 1997; GAGNON e BRUERA, 1998;
TISDALE, 1996).

Sintetizado por macréfagos em resposta a agressao, o Fator de Necrose
Tumoral (TNF) é reconhecido por varios receptores celulares, produzindo efeitos
biolégicos diversos como: promog¢do ou inibigdo do crescimento celular,
angiogénese, citotoxicidade e imunomodulacdo (AGGARWAL e NATARAJAN, 1996).
Sua presenca diminui a atividade da enzima lipase lipoproteica (LPL) no tecido
adiposo, produzindo hipertrigliceridemia por comprometimento da hidrélise de
trigliceridios; reducéo de acetil CoA carboxilase (enzima lipogénica) e do transporte
de glicose em adipdcitos, comprometendo o substrato’ para lipogénese
(ARGILES et. al., 1997 ; TORTI et. al., 1985). Recentemente, foi dado énfase ao
TNF-1 como sendo o principal fator mediador das mudangas no metabolismo de
Nitrogénio observado em portadores de cancer caquéticos (ARGILES et. al., 1999).

As Interleucinas (IL) como, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e y-Interferon sao
peptidios e proteinas secretadas pelas células do sistema imune, mediando as
interacdes entre leucdcitos para a producdo resposta imunolégica, mas que nao
ligam antigenos. No entanto, elas podem possuir origem e agdo em outros tipos
celulares, como é o caso das IL-1 e IL-6, sendo entdo, chamadas de citocinas
(ALBERTS et. al., 1997).



O desenvolvimento da caquexia em ratos portadores de tumor foi abservado
mesmo na auséncia do TNF, sugerindo o envolvimento de algumas interleucinas nas
alteracbes produzidas no metabolismo de proteinas. Foi mostrado que IL-2
(NOGUCHI et. al., 1996); IL-6 e y-Interferon sdo mediadores da protedlise em alguns
tipos de tumores (ALBRECH, 1996; MATTHYS et. al., 1997; NELSON et. al., 1994).

As prostaglandinas sdo substancias formadas, principalmente a partir do
acido araquidonico, pela acdo da enzima cicloxigenase neste fosfolipidio de
membrana. A sintese e liberagdo de prostaglandinas da série E; (PGE2) é
estimulada quando ha lesdo celular, sendo seus efeitos associados aos sintomas
encontrados nos processos inflamatérios, infecciosos e ou neoplasicos ( febre, dor,
perda de apetite e hipermetabolismo). A associacdo de IL-1 e TNF estimula e
sintese de PGE> em varios tecidos periféricos (DAYER et. al., 1985). Investigégées
sobre o envolvimento de PGEs na inducdo da caquexia no cancer mostraram que,
em ratos portadores de leucemia, o hipermetabolismo observado é induzido pela
producédo de PGE; periféricas (ROE et. al., 1997). Ratos portadores de carcinoma de
Walker 256 apresentam elevadas taxas de PGE; e vasopressina, o que é
mencionado como um dos principais fatores envolvidos nas alteragdes metabdlicas e

hormonais que induzem a caquexia (SIDDIQUI e WILLIANS, 1987).

Em resumo, apesar do TNF ter importante papel como mediador da caguexia
em individuos portadores de tumor, os desarranjos metabdlicos observados nesta

sindrome n3o sdo provocados somente por este fator (ARGILES et. al.,1997).



Alteracdes no Metabolismo de Carboidratos, Lipidios e Proteinas

Possivelmente, pelo fato da maioria dos tumores apresentarem metabolismo
preferencialmente anaerébico (ARGILES et. al., 1997), evidenciado pelas elevadas
concentragdes de acido latico sérico observadas no hospedeiro (HEBER et. al., 1985;
WATERHOUSE, 1974). WARBURG, em 1930, demonstrou que tumores agressivos
consomem grandes quantidades de glicose, 0 que é condizente com o aumento da
producdo de glicose observada nos individuos portadores destes tipos de tumores
{BARAI et. al., 1980).

O acido latico é convertido em glicose no figado do hospedeiro
(gliconeogénese), mantendo o nivel sérico desse substrato. Assim, o tumor se torna
0 maior consumidor de glicose, enquanto o portador é estimulado a fabrica-la. Esse
mecanismo, conhecido como ciclo de Cori, encontra-se aumentado e pode
representar um prejuizo energético de 300 kcal/dia para o individuo portador de
tumor (EDEN et. al., 1984). Assim, 0 metabolismo tumoral estimula a ativacdo de
mecanismo hepatico compensatério no portador (pela hiperlaticidemia) para

aumento da producdo de glicose, que supre a demanda energética exacerbada do

proéprio tumor.

A acdo das citocinas e demanda energética do tumor, apesar de cruciais, ndo
seriam suficientes para produzir desvio metabdlico tdo acentuado no portador. Isto
levou a sugestdo de que o desenvolvimento de intolerancia a glicose, observada em
alguns individuos portadores de tumor, seria também fator agravante para essas
alteracdes no metabolismo de carboidratos, fato que foi relacionado com a
resisténcia a insulina observada nestes individuos (TAYEK, 1992). Ratos portadores
de tumor de YOSHIDA (AH-130), apresentam acentuada perda de peso

associada a anorexia e ao hipercatabolismo de lipidios e proteinas,



sugerindo que tais alteragdes sejam secundarias a hipoinsulinemia e ou ao aumento
de horménios contrareguladores como, catecolaminas, cortisol e glucagon, também
observados nestes animais (COSTELLI et. al., 1999). A importancia das alteragbes
na secrecdo de insulina para o desenvolvimento do quadro caquético est],
claramente, evidenciada nos portadores de tumor de Walker 256, promovendo a
ativacdo das vias cataliticas no organismo hospedeiro (FERNANDES et. al. 1990;
COSTELLI et. al, 1999). A degradacgdo do glicogénio hepatico (glicogendlise) libera
grandes quantidades de glicose dos estoques energéticos do portador
(RIVIERA et. al., 1988).

A gordura constitui 90% das reservas nutritivas do organismo adulto, sua
dissolucdo é importante fator para o desenvolvimento da caquexia induzida pelo
cancer (PRESTON et al., 1987). A redugdo dos estoques de lipidios e a
hiperlipidemia, observadas em pacientes portadores de tumor, podem ser resuitado
do aumento da atividade lipolitica, liberando glicerol para a gliconeogénese hepética
e acidos graxos para serem utilizados como substrato alternativo da glicose pelos
tecidos periféricos (THOMPSON et al., 1981). A diminuicdo da atividade da lipase
lipoproteica (LPL) produz hipertrigliceridemia e compromete o acimulo de lipidios
em tecido adiposo (THOMPSQN et. al., 1981, NOGUCHI et. al., 1996). A menor
atividade das enzimas-chave da lipogénese, acetil-CoA carboxilase e acido graxo
sintetase, observada em individuos portadores de tumor (TORTI et. al., 1985), leva

a impossibilidade de sintetizar “novo” acido graxo.

A astenia, diminuigdo da forca muscular, é evidenciada em doencgas crénicas,
especialmente no cancer. Observa-se, na sindrome da caquexia induzida pelo
tumor, intenso catabolismo protéico dos musculos esqueléticos, os quais detém

praticamente a metade da massa protéica corpérea (LAWSON et al., 1982
TISDALE, 1997).



Fisiologicamente, durante o jejum, aminoacidos sdo mobilizados do musculo
esquelético para o figado, sendo substratos para a gliconeogénese induzidos pela
ativacao das vias cataliticas, mas a redugdo muito prolongada da ingestédo alimentar
leva a diminuicdo da degradagdo das proteinas musculares, evitando desequilibrio
de nitrogénio e deplecdo muscular. Esse mecanismo de conservagdo de nitrogénio
esta ausente em individuos portadores de cancer que desenvolvem caquexia,
produzindo balango negativo de nitrogénio, cujos fatores responsaveis nao sio
completamente conhecidos (ARGILES et. al., 1997).

RENNIER et. al., (1989) sugeriram que a degradacgao protéica é secundaria a
lentiddo na sintese de proteinas. Outros estudos observaram intensa atividade
proteolitica na musculatura periférica (LUNDHOLM et. al, 1982), indicando
possivelmente, o envolvimento de ambos os fatores na produgdo da astenia no
cancer (TESSITORE et. al., 1987; CARBO et. al., 1994). ARGILES et. al., (1997)
identificaram um mecanismo proteolitico muscular ativado durante a caquexia, o qual
envolve uma enzima proteolitica ndo-lisossomal dependente de ubiquitina e ATP,
alterando 0 metabolismo de nitrogénio, sugerindo ainda que, o TNF-1 seja o
principal mediador desse mecanismo (ARGILES et. al., 1999). A inibicdo do
transporte de aminoacidos para o musculo esquelético durante o crescimento
tumoral, foi mencionado como fator pontencializador da mobilizagdo de aminoacidos
musculares (ARGILES et. al., 1997).

Apesar, da glicdlise ser o principal processo para obtencdo de
energia nas células tumorais (LAZO, 1981; PEDERSEN, 1978; SCHNEIDER
e HOGEBOOM, 1950), a utilizagdo de aminoéacidos essenciais (leucina, valina e
isoleucina) como substrato energético também é descrita, devido ao aumento
da taxa de oxidacdo e leucina (ARGILES e LOPEZ-SORIANO, 1990;
COSTELLI et. al., 1995), ou ainda, pela rapida extracdo de alanina e glutamina,
observada em alguns tumores (FICHER e CHANCE, 1990). Portanto, o intenso
quadro catabdlico que se instala no individuo portador de tumor,

debilitando-o e reduzindo suas perspectivas de recuperagio, ndo é causado apenas
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por ma nutricdo, mas também pelas alteragées no metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipideos que ocorrem devido ao aumento da demanda energética gerada
pela presenca do tumor. Isto & conseguido pela ativagdo do mecanismo hepatico
compensatorio (gliconeogénese) para manutencao plasmatica

de substratos energético para o hospedeiro, 0s quais sdo captados pelo tecido
tumoral. Participam também, no desenvolvimento deste quadro, a hipoinsulinemia,
aumento de citocinas e dos horménios contrareguladores cortisol, glucagon e
catecolaminas (ARGILES et. al., 1997; FERNANDES et. al. 1990). Assim, o combate
aos efeitos danosos da caquexia induzida pelo tumor requer terapia alternativa,

antagonizando essas alteragdes metabdlicas (TISDALE,1997).
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GLUTAMINA

A glutamina é utilizada por todas as células, de modo geral, como fonte
doadora de nitrogénio para a sintese de purinas e pirimidinas. Além disso, é
importante veiculo para o transporte de esqueletos de carbono e nitrogénio entre os
diferentes tecidos, representando 20% do conteido de aminoacidos livres no sangue
(CURI, 2000). Células de proliferacao rapida como enterocitos, linfocitos, fibroblastos
e células tumorais sdo grandes consumidoras deste aminoacido, ndo somente como
precursor biossintético (BRAND et. al., 1989), mas também como substrato
energético para a proliferacdo celular (CURI, 2000; NEWSHOLME et. al., 1985).

A glutamina da dieta é utilizada completamente pelos enterécitos, portanto
sua concentragdo plasmatica € mantida por 6rgéos capazes de produzi-la e libera-la,
como o figado e musculo esquelético (CURI, 2000). O musculo esquelético € a
principal fonte de glutamina, podendo disponibiliza-la para outros 6rgéos ou tecidos,
dependendo da demanda (PARRY-BILLINGS et. al, 1991). Este sistema de
comunicagdo organico, através do remanejamento de glutamina inter-6rgaos, ocorre
nas diferentes situacdes fisioldégicas ou patoldgicas, tornando o musculo esquelético
o principal sitio produtor de glutamina, enquanto rins, intestino, sistema nervoso,
céluas do  sistema imune, os principais consumidores (CURI, 2000,
NEWSHOLME et. al., 1989).

O musculo esquelético é capaz de sintetizar e de consumir glutamina, pois
apresenta atividade das duas principais enzimas envolvidas no metabolismo deste
aminoacido (CURI, 2000). A glutaminase (dependente de fosfato), catalisa a
hidrélise de glutamina em glutamato e ions aménio (CURTHOY et. al., 1995), e a

glutamina sintase (GS) que converte glutamato em glutamina a partir do aménio
(MEISTER, 1968, 1995).
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Assim, a desaminagdo de aminoacidos de cadeia ramificada e a protedlise
constante em musculo esquelético, fazem deste tecido quase que o produtor
exclusivo de glutamina, mesmo em condigoes fisiolégicas (CURI et. al., 1987). No
jejum, ocorre aumento da atividade proteolitica no musculo, liberando aminoacidos
das proteinas musculares para a desaminagdo e transaminagdo, sendo estes
utilizados como substrato para a sintese de glutamina (atividade de GS) e
consequente liberagdo desta para o sangue (NEWSHOLME et. al., 1989; ARDAWI,
1990).

Através da glutamina, fons aménio (NH;') chegam aos rins para serem
eliminados, auxiliando-assim a regulagéo do equilibrio acido-base {SMITH, 1990). No
figado, a glutamina além de permitir a formacdo de uréia, seus esqueletos de
carbono sao utilizados para sintese de glicose (gliconeogénese), e manutengéo da
glicemia durante o jejum (NEWSHOLME et. al., 1989).

Células de proliferagéo rapida, como células do sistema imune, sdo avidas
consumidoras de glutamina circulante. A alta taxa de glutamindlise, detectada em
linfécitos ativados, sugeriu algumas hipoteses para o papel da glutamina nestas
células: (1) fornecimento de energia para a proliferacdo, apesar da oxidacdo da
glutamina ser apenas parcial na glutamindlise, ocorre formagao de 12 moles de ATP;
(2) fonte de nitrogénio para a sintese de purinas e pirimidinas, de Carbono para
sintese de nucleotideos e de lipidios estruturais, em periodos especificos do ciclo
celular (CURI, 2000); (3) fornecimento de precursores para sintese de citocinas,
necessarias para a diferenciacdo dos linfocitos e para sua intercomunicagéo £om 0s
diferentes tipos de células do sistema imune, durante a resposta imunologica

(ROHDES et. al.,1996; HORIG et. al., 1994; KIMBERG et. al., 1996).
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A glutamina é considerado um aminoacido gliconeogénico ndo-essencial, pois
pode ser sintetizado pelo organismo. No entanto, em condi¢gdes de maior demanda
de glutamina, como infecgdo e neoplasia, os 6rgaos produtores ndo conseguem
manter os niveis normais de glutamina plasmatica, assim, esta vem sendo
reclassificada como aminoacido "condicionalmente essencial" (LACEY e WILMORE,
1990). De fato, RENNIER et. al., (1994), observaram que a redugdo do “pool” de
glutamina livie no musculo esquelético, em situacées patolégicas, pode ser
ocasionada por alteragdo na atividade dos transportadores deste aminoéacido,
através da membrana que, podem sofrer regulagdo adaptativa em resposta a
mudanga na concentracdo de glutamina extracelular. A reducdo de glutamina
plasmatica induz ao aumento da sintese de glutamina muscular e a sua liberagao,
enquanto o aumento nos niveis plasmaticos deste aminoédcido, por infusdo
intravenosa ( por exemplo), parece estimular a sintese de glicogénio muscular
(VARNIER et. al., 1995). Assim, o aumento da demanda de glutamina pode levar a
reducdo plasmatica deste aminoacido, cujas implicagdes resultam em prejuizo dos
processos anabélicos no musculo esquelético. Isto sugere a existéncia de um
mecanismo de sinalizagdo osmética (envolvendo a glutamina) para regulagéo do
metabolismo de proteinas do corpo inteiro (RENNIER et. al., 1996). Apesar de néo
completamente esclarecidos os mecanismos sinalizadores na modulagdo da
atividade dos transportadores de glutamina da fibra muscular, o influxo desta parecer
ser estimulado pela acdo da insulina, enquanto o efluxo por agéo de glicocorticéides

(RENNIER et. al., 1989, 1995).

A glutamina é o aminoacido. mais importante para as células tumorais.
SOUBA et. al., (1993) observaram que a utilizagdo de glutamina pelo fibrossarcoma
era 45% maior que em qualquer outro 6érgdo do organismo hospedeiro. Os tumores
parecem utilizar glutamina como fonte de precursores biossintéticos
(MACKEEHAN et. al., 1982; BRAND, 1985, DEMETRAKOPOULOS et. al., 1982).

Provavelmente, devido a falta de enzimas especificas, as células tumorais



14

apresentem dificuldade em sintetizar aminoacidos, assim, o tecido tumoral
desenvolve eficientes sistemas de transporte de glutamina para aumentar a
‘captagdo plasmatica deste aminoacido, o qual foi previamente sintetizado e
disponibilizado. pelo . hospedeiro (JOHNSTONE e SCHOLEFIELD, 1982,
‘CHRISTENSEN, 1990).

Deste modo, o aumento da demanda de glutamina nas células do sistema
imunolégico (NEWSHOLME, 1996), associado a elevada captagdo desta pelo
tumor, aumentam a necessidade de glutamina disponivel no sangue
(FERNANDES et. al.,, 1996).

PARRY-BILLINGS et. al., (1991), mostraram uma relacdo direta entre taxa de
crescimento tumoral e redug&o da concentracdo de glutamina muscular, sugerindo
este tecido como a fonte mantenedora da glutamina plasmatica durante a caquexia,
explicando .a perda de massa muscular observada em individuos portadores ‘de
tumor (ARGILES et. al., 1997, 1999; CHEN et. al., 1993; KLIMBERG et. al., 1990).

O tumor de Walker 256, é grande consumidor de glutamina, apresentando a
alta taxa de glutamindlise e produzindo queda da glutamina plasmatica, o que foi
sugerido como principal responsavel pela deplecdo muscular e o rapido
desenvolvimento do quadro caquético em ratos portadores de tumor de Walker 256
(PARRY-BILLINGS et.-al., 1991).

Apesar do risco de promover o crescimento tumoral, a manutencao dos niveis
plasmaticos de glutamina, através de suplementacdo oral, pode ser uma opgao
racional no combate & caquexia em portadores de tumor de Walker 256
(SOUBA, 1993).



15

ESTRATEGIA PARA A REVERSAO DA CAQUEXIA

Apesar das terapias utilizadas no combate ao cancer nos ultimos anos
propiciarem prognostico favoravel, sua eficacia, na maioria dos casos, esta
comprometida pelo desperdicio progressivo de energia do portador de tumor,
conduzindo-0 a morte, pela simples impossibilidade deste em suportar o tratamento.

Torna-se evidente, que a caquexia € um quadro complexo que nao pode ser
sanado apenas com suplementagao alimentar oral, enteral ou parenteral (TISDALE,
1997; SAKURAI, 1998; PEARLSTONE,1995). Algumas evidéncias sugerem que 0O
aumento de peso corpéreo, observado em pacientes caquéticos submetidos a
suplementacgao parenteral, ndo esta relacionado com aumento de massa corpérea,
mas sim com retengdo de agua, devido ao aparecimento de edema periférico e
diminui¢ao do hematécrito (EVANS et. al., 1985).

Como comentamos anteriormente, a sindrome da caquexia no cancer é
multifatorial envolvendo alteragdes metabdlicas, hormonais e imunoldégicas, as quais
induzem a anorexia e intenso catabolismo do hospedeiro (FERNANDES et. al,
1991; TRACEY et. al,, 1987).

As estratégias farmacologicas sugeridas para combater a caquexia sdo
divididas resumidamente em dois grupos, segundo os principais fatores.causadores
da caquexia: as que combatem a anorexia, portanto estimuladoras do apetite, e as
que atuam nos desarranjos metabdlicos (ARGILES et. al., 1997).

Corticéides e progestagenos sdo administrados com o objetivo de aumentar a
ingestao proteico-calorica (ARGILES et. al., 1997; PUCCIO, 1997), no entanto, o
aumento de peso dos portadores de céancer demonstrados nestes casos, foi
acompanhado pelo dobro do aumento da massa tumoral, ou ainda, com retengao
liquida e nenhum aumento significativo de massa magra no hospedeiro (ARGILES

et. al., 1997).
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HOLDEN et. al.,(1996) propés um modelo para estudos de anorexia e
bulemia nervosa, onde a causa primaria desses problemas seria o elevado nivel
de TNF observado nos pacientes com anorexia e ou bulemia nervosa, bem
como para anorexia em portadores de tumor que desenvolveram caquexia
(HOLDEN et. al., 1996). A talidomida, como inibidor da sintese do TNF, foi usada
como intervengao terapéutica levando a ganho de peso em pacientes portadores do
virus da imunodeficiéncia humana, acometidos pela tuberculose (HASLETT, 1998).
No entanto, seus efeitos sobre o sistema imune n&o sdo completamente conhecidos

(MATTHY, 1997; HASLETT, 1998).

Antiinflamatérios ndo esterdides, derivados do acido propidnico, como a
Aspirina e Piroxicam foram investigados e demonstraram eficacia no combate a
caquexia no cancer e na redugao da febre neoplasica em individuos portadores de
tumor (HOMEM—DE—BITTENCOURT et. al., 1989; JOHNSON et. al., 1996; SHIFF et.
al., 1996; LIAW et. al.,1998).

Drogas que atuam contrariamente as alteragfes metabdlicas induzidas pelo
tumor s&@o sugeridas como estratégia de combate & caquexia. Segundo Gold, o
quadro caquético desenvolvido pelo portador de cancer, é resultado das alteragdes
no metabolismo de carboidratos encontradas nestes pacientes (GOLD et. al., 1974).
O Sulfato de Hidrazina, inibidor da gliconeogénese, foi testado em portadores de
cancer de pulmdo, demonstrando eficacia na diminuigdo da gliconeogénese e da
atividade do ciclo de Cori, aumentando ¢ tempo de vida destes pacientes

(CHLEBOWSKI et. al., 1990).
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Contrapondo-se a mobilizacdo de lipidios, perda de massa gorda e reduzindo
o crescimento tumoral, os acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 (PUFA w-3
poliinsaturados ou PUFA) vém sendo descritos como op¢éo contra a deplegao dos

depésitos energéticos do portador de tumor (TISDALE, 1993).

Inibidores proteoliticos e agentes proteogénicos foram sugeridos como
possiveis estratégias para reversdo da caquexia, por suas agdes antagdnicas
aquelas provocadas pela presenga do tumor (TISDALE, 1997, MATTHYS, 1997,
GAGNON e BRUERA, 1998), destacando-se o uso de anabolizantes musculares
como 0s agonistas f,- adrenérgicos (STALLION et.al., 1993).

O tratamento com insulina exégena mostrou melhorar a anorexia e a perda de
massa muscular dos individuos portadores de tumor (FERNANDES et. al.,, 1991;

MOLEY, 1987; TESSITORE, 1993).
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OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo investigar se o tratamento com
Naproxeno, Clenbuterol e insulina associados a suplementagéo oral com glutamina
melhora o quadro caquético e a velocidade de crescimento tumoral em individuos

portadores de Tumor de Walker 256.
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MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Para a réalizagéo desse estudo utilizou-se ratos machos adultos da linhagem
Wistar, obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana. Os animais foram submetidos a ciclo claro/escuro (12/12 horas) com agua e

alimentacdo a vontade.

REAGENTES, ENZIMAS E HORMONIO

Todos os componentes dos tampdes foram obtidos da Reagen Quimibras
Industria Brasileira S/A. Lactato desidrogenase, amiloglicosidase, Hexoquinase/Glicose-
6-fosfato desidrogenase, NAD, NADH, NADPH e ATP foram provenientes da Sigma
Chemical Co. Insulina utilizada foi proveniente da Biobras. A Glutamina foi gentilmente
cedida pelo NUTERAL Divisdo de Suplementos Nutricionais. Naproxeno foi obtido da

Syntex Corporation e o Clenbuterol da Boeringer Ingetheim.
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OBTENGCAO E TRANSPLANTE DAS CELULAS DO TUMOR DE WALKER 256

A partir de um animal portador do tumor sélido (tipo B) foi retirado o tecido
tumoral e colocado em solugdo salina 0,9% em gelo. Com auxilio de uma tesoura,
foram retiradas e descartadas as porgdes necrosadas e as porgdes de tecido vivo foram
separadas e cortadas em pequenos pedacos, as quais foram transferidas para um
béquer contendo salina gelada. Através do uso de um liquidificador, os pedagos de
massa tumoral foram triturados. A seguir, o material homogeneizado foi filtrado em
~gaze, transferido para tibos de plastico de 50ml e centrifugado a 4°C, por 10min. a
velocidade de 1400-1500rpm. Terminada a centrifugagdo, o sobrenadante foi
desprezado e ressuspenso em salina 0,9%. Ap6s a contagem do nUimero de células
em camara de Neubauer, 1ml dessa suspensdo (2x107 células) foi injetado
subcutaneamente no flanco direito dos animais sem anestesia. No grupo Controle foi
injetado 1ml de salina 0,9%. A quantidade inoculada assegurou que a massa tumoral
representasse pelo menos 7 a 10% do peso da carcaga do animal ao final do periodo

experimental.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em grupos Controle (CNT), Controle + Glutamina
(CNT+G), Portadores de Tumor (RPT), Portadores de Tumor tratados com
Glutamina + Naproxeno (RPT+G+N), Portadores de Tumor tratados com
Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol (RPT+G+N+C) e Portadores de Tumor tratados
com Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol + Insulina (RPT+G+N+C+l).

Ap6s 4 dias, quando o tumor era palpavel, iniciaram-se os diferentes
tratamentos. O peso corpéreo foi monitorado a cada dois dias, sendo os animais
tratados por 10 dias. No 14° dia os animais foram sacrificados, o sangue, figado e
musculo esquelético retirados para posterior anélise bioquimica. O coragéo e o tumor

também foram retirados e pesados.

TRATAMENTOS

Insulina

A Insulina (NPH U-100 Biobras), dose de 1U/100g p.c., foi administrada por
injecdo subcutanea em dias alternados, sempre no mesmo horério — apés as 16:30h,
evitando assim, morte por hipoglicemia. O tratamento foi iniciado no 4° dia ap6s a

inoculagéo das células tumorais.
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Naproxeno

No 4° dia ap6s a inoculagéo do tumor iniciou-se o tratamento com Naproxeno, na

concentracao de 0,1 mg/ml adicionado a agua de beber.

Clenbuterol

O Clenbuterol, dose de 0,15 mg/kg p.c. foi administrado diariamente, através de
injegOes subcutaneas no flanco esquerdo dos animais, no 4° dia ap6s a inoculagéo das

células tumorais.

Glutamina

No quarto dia apds a inoculagdo da suspensdo de células tumorais, iniciou-
se a suplementagéo oral com Glutamina di-peptideo adicionada a agua de beber

(0,35 mg/ml).

DETERMINAGAO DA MASSA DO TUMOR, CORAGAO E CORPOREA

A massa do tumor e do coragdo dos animais foram aferidas em balanga digital
Denver Instrument XL-410, tomando-se o cuidado de retirar 0 excesso de sangue do
coragao antes da pesagem. Durante o experimento, os animais foram pesados a cada

dois dias sempre no periodo da tarde, utilizando-se balanca Denver Instrument XL-410.
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PROCEDIMENTOS BloQuiMICOS

Determinagao da Glicemia

A concentracdo de glicose circulante foi realizada pelo método enzimatico
colorimétrico; utilizando-se Kit Glicose E enzimatica da Labtest, segundo TRINDER,

(1969). A Glicose presente na amostra € dosada segundo a reagao:

Glicose Glicose oxidase

» Acido Glucénico+ H,0,

. . .. _ Peroxidase .
2 H202+fenol+4-ammoant|p|nna_____).('_.__, Cromégeno+4 H,0;

A intensidade de cor emitida é diretamente proporcional a quantidade de glicose
na amostra de soro. A leitura de absorbancia foi feita no espectrofotdmetro
ULTROSPEC 2000 (Pharmacia) a 505nm. A concentragdo de glicose foi expressa em

mg/dl, foi calculada pela férmula:

D.O.amostra «
D.O.padrdo

[Glicose]=

-[Glicose] = Concentracéo de glicose da amostra
-D.0.= Densidade 6ptica

-n = Concentragdo do padrdo (100 mg/100 ml)
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Determinagdo do Lactato Sérico

Determinado por método enzimatico, segundo ENGLE & JONES (1978).
Inicialmente, foi realizada a desproteinizagdo do soro, pela adicdo de 50u! de acido
tricloroacético (TCA a 25%) e a mistura agitada em vortex, centrifugada por 1 minuto a
13000 rpm. Em seguida, foram coletados 200 ul do sobrenadante e foi adicionado 2l
de indicador universal para permitir a visualizagédo da neutralizagdo do soro, pela adi¢cao
de KOH/TRIS (0,5M/2M), sinalizada pela coloragao verde, indicando pH 7.0. Em
seguida, 100u| do soro neutralizado foi pipetado em tubos de ensaio contendo 1ml do
tampéo de ensaio (descrito abaixo) e, apds 45 minutos efetuada a leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 340nm. O principio dessa mensuracao
consiste na conversao de lactato a piruvato pela a¢do da Lactato desidrogenase (LDh),
ocorrendo consumo de NAD" com formagéo estequiométrica de NADH, o qual pode ser
monitorado espectrofotometricamente, fornecendo as concentracbes de lactato

existente na amostra. Segundo a reagao:

Lactato+NAD" 1 Dh > Piruvato+NADH

A medida da absorbancia para o lactato sérico, € em pmol/mi, pela férmula:

1= D.O xV1 XVZ xV4
6,22 A V3 V5

-[Lactato] = Concentracao de lactato produzido

-D.0.= Densidade optica da amostra

-86,22 = Constante

-V1 = Volume da amostra + tampao de ensaio

[Lactato

-V = Volume da amostra

-V2 = Volume do soro com proteinas+ TCA

-V3 = Volume do soro com proteinas

-V4 = Volume do soro desproteinizado + volume de neutralizagdo
-5 = Volume do soro desproteinizado
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TAMPAO DE ENSAIO

(para 100ml de H,O destilada)

EDTA | 0,289
Glicina 2,89
Hidrato de Hidrazina 1,5ml
LDh 0,4mi

NAD" 60mg

pH 8.85

Determinagao do Conteado de Glicogénio

Figado, musculo gastrocnémio e séleo foram. retirados dos animais, e seus
conteudos de glicogénio determinados segundo LEIGHTON et al. (1989). Colocou-se
esses tecidos em diferentes tubos de ensaio contendo 500 ul de KOH (1M) e deixados
em banho (aproximadamente 60° C) por 20 a 30 minutos, para digestdo desses tecidos.
Em seguida, as amostras foram agitadas no vortex e 100ul de cada amostra foram
pipetados em tubos de ensaio contendo 17 ul de acido acético glacial e 500 ul do
tamp&o acetato com amiloglicosidase (atividade 5000-8000 U/ml) e submetidas ao
banho-maria (37° C) por 2 horas. Retiradas do banho, as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 1400 rpm e 100 ul de cada amostra foram colocados em novos tubos

de ensaio contendo 1000 pl do tampéo Trietanolamina.
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Apos 40 minutos realizou-se a leitura em espectrofotdometro no comprimento de
onda de 340 nm. O contetdo de glicogénio existente na amostra de tecido foi calculado

em umol/g de tecido, pela férmula:

C. Glicogénio =D.O.x 8,85 x-r—:‘—

-D.0. = Densidade 6ptica da amostra
- 8,85 = Constante
- m = Massa de tecido-colhido (g)

TAMPAO ACETATO (100ml)

Acido glacial(96%) 480pt
Acetato de Na* 975mg
pH 48

TampAo TEA (100ml)

Trietanolamina 5,6g
MgSO4 0,074g
ATP 0,490g
NADP 0,050g
HK/G6PDh 600pd
pH 75

ANALISE ESTATISTICA

As diferengas entre as médias + erro padrdo dos grupos experimentais foram
avaliadas por analise de variancia (ANOVA) e o pos-teste utilizado foi o de TUKEY,

com nivel de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS

DETERMINACAO DO PESO CORPOREO, PESO FRESCO DO TUMOR E CORAGCAO DOS GRUPOS

ESTUDADOS

A figura 1 mostra porcentagem de variacdo do peso corpéreo dos grupos
estudados. Os grupos Controle (CNT) e Controle + Glutamina (CNT+G) no final de
14 dias tiveram um aumento de peso significativo de, aproximadamente 40%. O
grupo Portador de Tumor (RPT) nao tiveram um ganho significativo de peso para o
mesmo periodo, quando comparados ao CNT e CNT+G. O grupo RPT+G+N
apresentou aumento de peso de 10%, mas isto nao foi diferente (p>0,05) quando
comparado ao grupo RPT. Os grupos RPT+G+N+C e RPT+G+N+C+l apresentaram
ganho de peso idéntico, sendo que nestes grupos o aumento de peso foi 40% maior,
quando comparados ao grupo RPT ao final de 14 dias (p>0,05), mostrando ser
significativo a partir do 8° dia, no entanto, ficaram abaixo do ganho obtido pelo grupo
CNT e CNT+G (p<0,05).

Na figura 2 estdo representados os valores do peso Uumido do tumor dos
animais tratados e nao tratados. Houve reducgao significativa da massa tumoral em
todos os grupos tratados, sendo que no grupo RPT+G+N, esta foi de 1,8 vezes, no
RPT+G+N+C foi de 3,0 vezes e no grupo RPT+G+N+C+l 3,7 vezes menor, quando

comparados ao grupo RPT.
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FIGURA 1:  Porcentagem de variacdo de peso corpéreo dos ratos dos grupos
controle (CNT); CNT + Glutamina (CNT+G); com tumor (RPT) e dos grupos com
tumor tratados com Glutamina + Naproxeno (RPT+G+N); Glutamina + Naproxeno +

Clenbuterol (RPT+G+N+C); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol + Insulina
(RPT+G+N+C+l). * Diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos estudados

quando comparada ao grupo CNT. m Diferenga significativa (p<0,05) entre os

grupos estudados quando comparada ao grupo CNT+G. # Diferenca significativa
entre os grupos estudados (p<0,05) quando comparada ao grupo RPT. ® Diferenca

significativa (p<0,05) quando comparada ao grupo RPT+G+N. Os dados estdo

representados como média + EPM de 10 animais por grupo.
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FIGURA 2: Peso do tumor dos grupos RPT; RPT+G+N; RPT+G+N+C e
RPT+G+N+C+l. @ Diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos experimentais
quando comparados ao RPT. m Diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos
experimentais quando comparada ao grupo RPT+G+N. Os dados estdo

representados como média + EPM de 10 animais por grupo.
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Os dados do peso inicial (Pl), peso final (PF), peso fresco do tumor (PT) e
peso da carcaga (PF-Pl) do grupo portador de tumor e portadores de tumor tratados
estdo representados na tabela 1. Ao final de 14 dias, os grupos RPT+G+N+C e
RPT+G+N+C+l tiveram ganho de peso significativo, quando comparados ao grupo
RPT e RPT+G+N. Ao ser descontado o peso do tumor do peso final, tém-se o da
carcacga, mostrando que RPT néo tiveram ganho de peso corpoéreo, os RPT+G+N
tiveram tendéncia ao ganho de peso (n&o significativa), onde o tumor representou
10% do peso corpéreo no grupo RPT e 5,9% no grupo RPT+G+N. Nos grupos com

ganho significativo de peso, o tumor representou 3,4 e 2,7% respectivamente.

O peso medio do coragdo dos animais dos grupos experimentais est&o
representados na figura 3. Os diferentes tratamentos ndo promoveram aumento

significativo da massa cardiaca.
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TABELA 1: Peso inicial, peso final, peso do tumor e da carcaga dos grupos: com
tumor (RPT); tumor tratados com Glutamina + Naproxeno (RPT+G+N); Glutamina +
Naproxeno + Clenbuterol (RPT+G+N+C); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol +
Insulina (RPT+G+N+C+l). Os valores representam a média + EPM de 10 animais
por grupo. * Diferenga significativa (p<0,05) quando compara-se peso inicial e final
dos animais do mesmo grupo. “*Diferenga significativa entre os grupos

experimentais (p<0,05) quando comparada ao grupo RPT. *Diferenga significativa,

quando comparada ao RPT+G+N.

GRUPOS PEso INICIAL PEso FINAL CARCAGA PEso TuMOR

(9)

G

2320141091 |257.70+ 1180

GAICHNNGRN 20173 £ 11.68 |252.35 £ 12.20 |241.05 + 11.44* |8.45 1 0.73°°

e BTN

SRR 211.65: 1108 260011 1572(260914 15,02 (6994035 **
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FIGURA 3: Peso do coragéo dos grupos controle (CNT); CNT+ Glutamina (CNT+G);
com tumor (RPT) e dos grupos com tumor tratados com Glutamina + Naproxeno
(RPT+G+N); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol (RPT+G+N+C); Glutamina +
Naproxeno + Clenbuterol + Insulina (RPT+G+N+C+l), ap6és 10 dias de tratamento.

Os dados representam a média + EPM de 10 animais por grupo.
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PARAMETROS METABOLICOS DOS GRUPOS PORTADORES DE TUMOR, PORTADORES DE

TUMOR TRATADOS E CONTROLE

A figura 4 mostra a glicemia dos grupos estudados. O grupo Portador de
tumor (RPT) apresentou diferenca significativa da glicemia, quando comparada a
todos os demais grupos. O tratamento com Naproxeno e Clenbuterol promoveram a
recuperacdo da glicemia aos valores do grupo (CNT) (p<0,05). No grupo
RPT+G+N+C+l houve aumento significativo da glicemia, quando comparado ao

grupo RPT, entretanto, ndo retornou aos valores do CNT (p<0,05).

A figura 5 representa o resultado do lactato sérico dos grupos estudados. O
grupo RPT teve o dobro da concentragdo sérica de lactato quando comparado ao
grupo CNT. O tratamento com Naproxeno e Glutamina promoveu redugéo
significativa do lactato sérico, entretanto, ficou 1,6 vezes maior quando comparado
ao CNT. A adigé@o de Clenbuterol ao tratamento ndo modificou este resultado. Por
outro lado a adigéo de Insulina fez com que a concentragdo sérica de lactato
voltasse aos valores do CNT. Um dado interessante foi que, a suplementagdo com
glutamina reduziu o lactato sérico e isto foi significativo quando comparado ao grupo

CNT e, consequentemente aos demais grupos.
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FIGURA 4: Glicemia dos animais dos grupos controle (CNT); CNT + Glutamina
(CNT+G); com tumor (RPT) e dos com tumor tratados com Glutamina + Naproxeno
(RPT+G+N); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol (RPT+G+N+C); Glutamina +
Naproxeno + Clenbuterol + Insulina (RPT+G+N+C+l). #Diferenga significativa
entre o grupo experimental (p<0,05) quando comparada ao grupos CNT. Diferenga
significativa entre o grupo experimental (p<0'05) quando comparada a todos os

demais grupos. Os dados representam a média + EPM de 10 animais por grupo.
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FIGURA 5: Lactato sérico dos grupos controle (CNT); CNT + Glutamina (CNT+G);
com tumor (RPT) e dos com tumor tratados com Glutamina + Naproxeno
(RPT+G+N); Glutamina +Naproxeno + Clenbuterol (RPT+G+N+C); Glutamina +
Naproxeno + Clenbuterol + Insulina (RPT+G+N+C+l). #Diferenga significativa entre
o grupo experimental (p<0,05) quando comparada ao grupo CNT. *Diferenca
significativa entre o grupo experimental (p<0,05) quando comparada ao grupo
CNT+G. *Diferenca significativa entre o grupo experimental (p<0,05) quando
comparadas ao grupo RPT. @Diferenca significativa entre o grupo experimental
(p<0,05) quando comparada ao grupo RPT+G+N. ™Diferenca significativa entre o
grupo experimental (p<0,05) quando comparada ao grupo RPT+G+N+C+l. Os dados

representam a média EPM de 10 animais por grupo.
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A figura 6 representa os valores do conteido de glicogénio hepatico dos
grupos estudados. O grupo RPT teve reducdo de 2,5 vezes no conteudo de
glicogénio, quando comparado ao CNT e CNT+G. O grupo RPT+G+N elevou seu
conteudo de glicogénio hepatico em 1,2 vezes, quando comparado ao grupo RPT,
contudo, continuou aquém dos valores do CNT (1,9 vezes menor). A adicdo de
Clenbuterol ao tratamento promoveu recupera¢do adicional do conteido de
glicogénio de 1,6 vezes, quando comparado ao grupo RPT e ficou 1,5 vezes abaixo
do grupo CNT. No grupo RPT+G+N+C+|l ndo houve ganho adicional, sendo os
valores proximos aos do grupo RPT+G+N+C. O grupo CNT e CNT+G néo
apresentaram diferenca significativa entre si, quanto ao contetido de glicogénio
hepatico.

Os valores do contetdo de glicogénio do musculo gastrocnémio dos grupos
estudados, estdo demostrados na figura 7. Houve redugéo significativa do contetido
de glicogénio do musculo gastrocnémio no grupo RPT (32%), quando comparado ao
grupo CNT. O tratamento com Naproxeno promoveu ganho adicional de glicogénio
em musculo gastrocnémio, sendo significativamente superior aos valores do grupo
CNT e CNT+G (p<0,05). No grupo RPT+G+N+C houve recuperacéo do contetdo de
glicogénio aos valores do CNT, entretanto, ao compararmos com o grupo RPT+G+N
nao ocorreu ganho significativo. A adicdo de Insulina ao tratamento induziu a
recuperacdo parcial do contetido de glicogénio do musculo gastrocném'io (23%),
quando comparado ao RPT, mas ndo voltou ao nivel dos valores do CNT, ficando
14% abaixo deste. Esse resultado foi significativamente diferente dos resultados
encontrados nos grupos CNT, RPT+G+N e RPT+G+N+C.

A figura 8 mostra os valores do conteudo de glicogénio do musculo soleo dos
grupos estudados. O grupo RPT teve seu contetddo de glicogénio reduzido em 36%
neste musculo, quando comparado ao grupo CNT. O tratamento com Naproxeno
promoveu recuperagéo de 16%, quando comparado ao grupo RPT e em relagédo ao
CNT este valor ficou 14% abaixo. No grupo RPT+G+N+C, houve recuperacido do
contetdo de glicogénio em musculo séleo 17% acima do CNT. Ao ser adicionado
Insulina ao tratamento, o contetido de glicogénio, neste musculo, retorna aos valores
do CNT. Interessantemente, o grupo CNT+G apresentou reducéo significativa do
contetdo de glicogénio (p>0,05), quando comparado ao CNT.
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FIGURA 6: Contetdo de glicogénio hepéatico dos grupos Controle (CNT);
CNT + Glutamina (CNT+G); com tumor (RPT) e dos com tumor tratados com
Glutamina + Naproxeno (RPT+G+N); Glutamina +Naproxeno + Clenbuterol
(RPT+G+N+C); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol + Insulina (RPT+G+N+C+l).

i Diferencga significativa entre o grupo experimental (p<0,05) quando comparada ao

grupo CNT. * Diferenca significativa entre o grupo experimental (p<0,05) quando
comparada ao grupo RPT. 'Diferenga significativa entre o grupo analisado (p<0,05)
quando comparada ao grupo RPT+G+N. *Diferenca significativa entre o grupo
analisado (p<0,05) quando comparada ao grupo CNT+G. Os dados representam a

média + EPM de 10 animais por grupo.
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FIGURA 7: Conteudo de glicogénio do musculo gastrocnémio dos grupos controle
(CNT); CNT + Glutamina (CNT+G); com tumor (RPT) e dos com tumor tratados com
Glutamina + Naproxeno (RPT+G+N); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol
(RPT+G+N+C); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol + Insulina (RPT+G+N+C+l).
#Diferenca significativa entre o grupo experimental (p<0,05) quando comparada ao
grupo CNT. °*Diferenca significativa entre o grupo experimental (p<0,05) quando
comparada ao grupo RPT. *Diferenca significativa entre o grupo analisado (p<0,05)
quando comparada ao grupo RPT+G+N. "Diferenga significativa entre o grupo
analisado (p<0,05) quando comparada ao grupo CNT+G. " Diferenga significativa
entre o grupo analisado (p<0,05) quando comparada ao grupo RPT+G+N+C+l. Os

dados representam a média + EPM de 10 animais por grupo.
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FIGURA 8: Conteldo de glicogénio do musculo s6leo dos grupos controle (CNT);
controle + Glutamina (CNT+G); com tumor (RPT) e dos com tumor tratados com
Glutamina + Naproxeno (RPT+G+N); Glutamina +Naproxeno + Clenbuterol
(RPT+G+N+C); Glutamina + Naproxeno + Clenbuterol + Insulina (RPT+G+N+C+l).
# Diferenca significativa entre os grupos experimentais (p<0,05) quando comparada
ao grupo CNT. *Diferenca significativa entre o grupo experimental (p<0,05) quando
comparada ao grupo RPT. °Diferenga significativa entre o grupo analisado (p<0,05)
quando comparada ao grupo RPT+G+N. *Diferenca significativa entre o grupo
analisado (p<0,05) quando comparada ao grupo CNT+G. Os dados representam a

média + EPM de 10 animais por grupo.
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DISCUSSAO

Embora a soma das alteragcdes genéticas determinem as transformagdes que
levam uma célula "normal" ao estado de neoplasia, estas mudancas nao
proporcionam autonomia energética a célula cancerosa. O crescimento tumoral
depende de continuo fornecimento de substratos para seu alto metabolismo, os
quais, em Ultima analise, sdo fornecidos pelo portador. Assim, 0 comportamento
"egoista” do tumor, por mecanismos ainda ndo completamente esclarecidos, induz
ao desenvolvimento da sindrome da caquexia, manifestagdo clinica mais comum
em individuos portadores de cancer. Esta é caracterizada por perda progressiva de
peso corpéreo, intenso catabolismo e anorexia, refletindo o efeito potencialmente
letal do tumor sobre o portador (TESSITORE et al., 1994).

A evolugcdo temporal de peso corporeo dos ratos portadores de tumor de
Walker 256 é mostrado na figura 1. Observa-se que ratos portadores de tumor ndo
apresentam ganho de peso significativo neste periodo, quando comparados ao
controle. Isto corrobora dado a literatura sobre catabolismo nos individuos com
céncer (ARGILES et. al., 1997; COSTELLI, 1999; FERNANDES et. al, 1989, 1990;
GAGNON e BRUERA , 1998). Apés a retirada do tumor, tem-se 0 peso da carcaga
(tabela 1), este dado mostrou que esses animais ndo apresentaram aumento de
peso real, comparado peso final, sendo portanto, o peso do tumor responsavel pelo
"aparente" ganho de peso corpéreo apresentado por estes animais (figura 1).

A glicose é um dos "combustiveis" mais utilizados pelas células tumorais,
para o suprimento de suas necessidades energéticas (WARBURG, 1930), assim

como pelas células normais, no entanto, diferem na metabolizac&o deste substrato.
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As células normais oxidam completamente a glicose através do ciclo de
Krebs, obtendo rendimento energético de 38 ATPs por molécula de glicose,
gerando CO,, agua e um fluxo de piruvato para dentro da mitocdndria, o qual-inibe
a glicolise e a formacao de lactato, mantendo auto-regulado o consumo de glicose
na presencga de oxigénio (efeito Pasteur). Ja nas células tumorais, a glicolise € o
principal processo utilizado para a metabolizagdo de glicose, o qual apresenta baixo
rendimento energético (2 ATPs por molécula de glicose) e alta produgdo de lactato,
mesmo em condigcdes aerdbicas, 0 que aumenta o consumo de glicose nessas
células (BAGGETO, 1997).

Os valores de glicemia estavam significativamente diminuidos e os de lactato
sérico elevados nos animais portadores de tumor, quando comparados ao controle
(figura 4 e 5, respectivamente). Esses dados indicam que as células do tumor de
Walker 256 estdo consumindo glicose e produzindo lactato em altas taxas, o qual
estimula a gliconeogénese hepatica na tentativa de manter os niveis normais de
glicose plasmatica (SINGH et. al., 1980, 1997; SAKURAI, 1998). Isto é corroborado
pelos dados da figura 6, onde tem-se redugdo de 64% no conteudo de glicogénio
hepatico no grupo RPT, quando comparado ao grupo controle. O tumor neste grupo
correspondeku a 10% do peso corpodreo (figura 1 e tabela 1).

O catabolismo intenso, apresentados pelos ratos portadores de tumor de
Walker 256, é resultado da concentragdo reduzida de insulina encontrada nestes
animais (FERNANDES et. al., 1990; ) e das concentragdes elevadas de horménios
contrareguladores, tais como, glucagon, cortisol e catecolaminas (ARGILES et al.,
1997,COSTELLI et. al., 1999; TRACEY et. al.,, 1987), associada a produgédo de
citocinas (TNF, ILs) pelas células do sistema imune (ARGILES et. al., 1999) e pela
alta producdo de PGE:> nas células tumorais e tecidos periféricos do hospedeiro
(SIDDIQUI and WILLIAMS, 1987). Isto explicaria a perda de peso acentuada nos
RPT (figura 1), assim como a diminuicdo dos estoques energéticos, tais como, o
contetdo de glicogénio hepatico e muscular (figuras 6, 7 e 8, respectivamente).

Assim, o organismo hospedeiro para manter-se vivo, langa mao de suas reservas
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de energia a fim tentar de manter a glicemia, através da glicogendlise e
gliconeogénese, entretanto a glicose produzida, é utilizada pelo tumor, demonstrado
pelo aumento da concentracio de lactato circulante (figura 5). Isto ocorre também
porque, as células do tumor de Walker 256 s&o insulino-independentes quanto a

captacdo e metabolizagéo de glicose (FERNANDES et. al., 1990).

Outro importante aspecto que contribui para o catabolismo muscular na
caquexia, € o avido consumo de glutamina pelos tumores de crescimento rapido,
como o tumor de Walker 256 (MEDINA et. al., 1992, NEWSHOLME et. al,
1988,1989; PARRY-BILLINGS et. al., 1991; SOUBA, 1993). PEARLSTONE et. al.
(1995) mostraram que a eficacia das terapias dirigidas as perturbagées metabdlicas
dependem de suporte nutricional e, principaimente, da manutengcdo dos niveis
adequados de aminoacidos circulantes no organismo portador de tumor. De fato, a
glutamina por si s6 ndao apresentou efeitos anabdlicos. Animais normais que
receberam suplementag¢do oral de glutamina por 14 dias nao apresentaram ganho
adicional de peso corpéreo, quando comparados aos controles (figura 1). Assim,
talvez a suplementacdo apenas com glutamina ndo permita a recuperagdo do
quadro metabdlico. No entanto, sua associagdo a varios outros aminoacidos na

reversdo do quadro caquético ainda deve ser estudado.

O uso de inibidores da sintese de PGE> tem sido mostrado ser eficaz na
reversdo do quadro caquético em ratos portadores de tumor de Walker 256
(HOMEM-DE-BITTENCOURT et. al., 1989) e, em animais portadores de leucemia
(ROE et. al., 1997). O Naproxeno, antiinflamatério nao esterdide, utilizado no
tratamento de processos reumaticos e neoplasicos, devido a sua baixa incidéncia
de efeitos colaterais (JOHNSON et. al., 1996; LIAW et. al., 1998), foi mostrado ser
capaz de reduzir o catabolismo muscular e a massa tumoral em individuos
portadores de tumor de YOSHIDA (AH-130), potente secretor de PGEZ
(STRELKOV et. al., (1989).
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De fato a administragdo de 0,10 mg/ml de Naproxeno em ratos portadores de
tumor de Walker 256 produziu redugdo da taxa de crescimento tumoral de
aproximadamente 50% (PIFFAR , 1999).

Como mostrado na figura 2, a associagdo de suplementacdo oral com
glutamina ao tratamento com naproxeno produziu reducéo da taxa de crescimento
tumoral de 453% nos ratos portadores de tumor de Walker 256, quando
comparados ao grupo RPT. Ao compararmos este resultado com estudo anterior
(PIFFAR, 1999), podemos inferir que a suplementagéo com glutamina néo provocou
efeito adicional na reducdo da velocidade de crescimento tumoral. Sendo assim,
portanto, o Naproxeno responsavel por este efeito.

Os resultados apresentados na figura 7, no entanto, parecem condizentes
com a hipotese de PEARLSTONE et. al. (1995), pois o grupo RPT tratados
com naproxeno e suplementagdo oral de glutamina apresentaram ganho
adicional no conteudo de glicogénio do musculo gastrocnémio de 17%, quando
comparados ao CNT e de 72,4% quando comparado ao grupo RPT. Este
resultado corrobora os estudos realizados por STRELKOQV et. al, (1989) e
HOMEM-DE-BITTENCOURT et. al, (1983) que mostraram a reducdo do
catabolismo proteico por derivados do acido propidnico, em tumores com alta
producdo de PGE,. Enquanto a suplementagdo com glutamina, poderia estar
reduzindo o efluxo deste aminoacido do musculo esquelético, devido a reducéo dos
seus niveis plasmaticos, como demonstrado por PARRY-BILLINGS et. al., (1991). De
fato, ao compararmos este resultado com estudo anterior (PIFFAR, 1999), o
tratamento de ratos portadores de W256 com naproxeno, sem suplementacdo com
glutamina, ndo produziu ganha adicional no conteudo de glicogénio do musculo
gastrocnémio quando comparados ao controle, significando que a glutamina, por
mecanismos ainda ndo estudados, poderia beneficiar a deposi¢do dos estoques de

carboidratos nestes animais.



Apesar do efeito benéfico da combinacdo de naproxeno com glutamina em
musculo gastrocnémio, ndo houve melhora significativa no ganho de peso corpéreo
(figura 1).

Contudo, a melhora significativa do contetdo de glicogénio hepatico, neste
grupo em relacdo aos RPT (figura 6), mostrou reversdo parcial da caquexia nestes
animais, uma vez que o glicogénio hepatico é que participa na manutencio da
glicemia e ndo o muscular.

O Clenbuterol, utilizado como broncodilatador, € agonista Bo-adrenérgico
com acdo especifica também em musculo estriado. Observou-se que a atrofia,
induzida pela denervagdo do musculo esquelético foi evitada pela
administracdo de Clenbuterol, devido ao aumento da sintese proteica muscular
(MALTIN et. al., 1987a, 1987b). Foi sugerido ainda que o Clenbuterol mimetiza ou
estimula a producdo de fatores neurotréficos, os quais podem atuar na regulagéo
génica da fibra muscular (MALTIN et. al.,, 1993). Isto talvez pelo fato deste
agente ser soluvel em lipidios (SAUX et. al., 1986), e ser um dos poucos
agonista PBo-adrenérgicos que atravessam a barreira hematoencefélica
(GEYER e FRAMPTON, 1988). Por outro lado, outros estudos mostraram o
Clenbuterol como potente agente proteogénico, sugerindo que seu
mecanismo de agdo esteja associado & ativagdo de receptor p-adrenérgico
seletivo  (ICl 11118551), o qual promove o crescimento muscular
(MORTON et. al., 1995; BAKKER et. al., 1998), por regulagdo da expressdo de
fatores miogénicos (DELDAY et. al., 1997).

Experimento realizado com ratos Wistar saudaveis demonstrou que o uso de
Clenbuterol aumentou a propor¢do de tecido muscular (razdo massa
muscular/massa corporal), produziu aumento de peso e maior aproveitamento de
nutrientes, efeitos estes dependentes da dose de Clenbuterol administrada e,
principaimente, foram diretamente proporcionais ao contetido de proteinas existente
na dieta (PEREZ et. al, 1991).
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O efeito anabdlico dos agentes agonista B-adrenérgicos, tem sido
demonstrado eficiente na reversdo de diversas situagdes catabdlicas, onde ha
predominancia da degradacdo de proteinas como, distrofia muscular, trauma e a
caquexia induzia pelo cancer, porém os mecanismos de acdo destes agentes, ndo
estdo completamente esclarecidos (BAKKER et. al., 1998, GAGNON e BRUERA,
1998; MARTIN et al, 1986; MORTON et. al., 1995, REEDS et. al, 1986;
STALLION et. al., 1991, 1993; SUZUKI et. al., 1998; YANG et. al., 1989).

A adicido de Clenbuterol ao tratamento com naproxeno e suplementagéo oral
com glutamina nos RPT de Walker 256 (fig. 7), promoveu recuperagdo do contetdo
de glicogénio do musculo gastrocnémio aos valores do controle. Na figura 8, um
ganho adicional de 14% no contetido de glicogénio do musculo séleo nos RPT
tratados com Naproxeno + Clenbuterol + suplementacao oral de glutamina, quando
comparados ao grupo controle e de 71,5%, quando comparados aos RPT. Isto
poderia ser causado pelo efeito proteogénico do clenbuterol promovendo
crescimento muscular (BAKKER et. al., 1998; DELDAY et. al., 1997; MORTON et.
al., 1995), apoiado pela suplementacdo com glutamina que fornece quantidade de
substrato adequado para o anabolismo muscular (INOUE et. al., 1995; KLIMBERG
et. al., 1990), principaimente, em musculo vermelho, o qual possui niveis mais
elevados de glutamina, talvez pela predominancia de fibras oxidativas neste
musculo (CURI, 2000). De fato, STALLION et.al.(1993) sugerem que 0 uso dos
agoﬁ‘i‘stas Bo-adrenérgicos associado & suplementacdo nutricional permitem ao
hospedeiro melhor aproveitamento dos nutrientes, o qual ocorre preferencialmente
no tecido muscular. No entanto, ao compararmos este resultado com estudo
anterior (PIFFAR, 1999), este ganho adicional no conteido de glicogénio do

musculo séleo ocorreu mesmo na auséncia de suplementagéo com glutamina.
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Como mostrado na tabela 1, a adigdo de Clenbuterol ao tratamento com
Naproxenq e suplementagao de glutamina em ratos portadores de tumor de Walker
256 promoveu ganho de peso corpéreo, quando comparados peso inicial e peso
da carcaca. Provavelmente, ocasionado pelo efeito proteogénico do Clenbuterol
diminuindo a perda de massa muscular.

De fato, a administragdo de Clenbuterol em ratos portadores de AH-130
reduziu a elevada taxa de oxidacdo de aminoacidos de cadeia ramificada
(leucina), nos tecidos periféricos desses animais, protegendo a perda de massa
muscular e evitando aredugdo do peso corpéreo (COSTELLI et. al., 1995). Além
disso, o Clenbuterol é citado como agente inibidor da producdo de TNF e IL-1 em
macréfagos e linfécitos, podendo reduzir os efeitos catabodlicos dessas citocinas

(YOSHIMURA et al., 1997), minimizando a perda de peso em individuos portadores

de tumor.

Como podemos observar na figura 2, houve reducgédo significativa na taxa de
crescimento tumoral nos ratos portadores de tumor que receberam adi¢cdo de
Clenbuterol ao tratamento, quando comparados ao grupo RPT+G+N e acs RPT. O
peso do tumor representou 3,4% do peso corpéreo nos RPT+G+N+C, 5,9% nos
RPT+G+N e 10% nos RPT. Este resultado é condizente com a hipétese de apoio
nutricional no paciente de cancer, apesar de controverso, pode ser considerado
eficaz no combate a caquexia, quando farmacologicamente adequado (ALBRECHT,
1996). Podemos sugerir ainda que, o uso combinado de naproxeno e clenbuterol
produziria efeito antagonico ao produzido pelo tumor, como a produgéo de citocinas
e o catabolismo muscular (YOSHIMURA et. al, 1997), enquanto que a
suplementacdo com glutamina talvez  estaria suprindo a demanda deste
amino&cido para as células do sistema imune, melhorando as condi¢des gerais do
hospedeiro para combater o tumor. Esta hipétese é plausivel e deveria ser testada.

GAGIG et. al, (1997) demonstraram que ratos portadores de tumor de

Walker 256 tratados com Clenbuterol tiveram reducdo na taxa de crescimento
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tumoral e da anemia induzida pelo tumor (aumento do hematécrito), quando
comparados aos ratos portadores de tumor ndo tratados. Sugeriram que o
tratamento com Clenbuterol possa reduzir a inibigdo da hematopoiese induzida pelo
tumor de Walker 256, aumentando a “imunovigilancia" do hospedeiro, o que resulta

na supressao tumoral.

Apesar de alguns estudos comprovarem que a administracdo de Clenbuterol
induz a hipertrofia cardiaca (CARBO et. al., 1997), este efeito ndo foi observado em
nosso trabalho. Como mostra a figura 3, nao houve alteracdo da massa cardiaca
nos RPT tratados com clenbuterol (0,15 mg/kg p.c.), quando comparados ao
controle. STALLION et. al. (1993) comprovaram que a administracdo diaria de até
0,30 mg/kg p.c de clenbuterol produz melhora do contelddo de proteinas em
musculo esquelético, sem induzir & hipertrofia cardiaca. Outros estudos
demonstraram que o Clenbuterol induz a uma hipertrofia cardiaca com aspectos
funcionais, morfolégicos e moleculares normais, sem prejuizo cardiovascular
(WONG et. al., 1998).

Como mostrado na figura 5, ocorreu redugdo de 17% nos niveis de lactato
sérico no grupo RPT+G+N+C, quando comparados ao grupo RPT. Provavelmente,
devido a diminuigcdo na taxa de crescimento do tumor, ocasionado pelos efeitos
produzidos pelo Naproxeno e Clenbuterol (figura 2). Ocorreu também, recuperacao
significativa no contetido de glicogénio hepatico (figura 6), quando comparados ao
grupo RPT+G+N e ao grupo RPT. Isto poderia ser resultado da suplementac&o oral
de glutamina, aumentando o suprimento de substrato para a gliconeogénese
hepatica, diminuindo a perda de glicogénio no figado. Este resultado nao foi
observado quando, ratos portadores de tumor de Walker 256 foram tratados com
Naproxeno e Clenbuterol sem suplementagéo de glutamina (PIFFAR, 1999).

INOUE et. al. (1995) demonstraram a habilidade do suporte nutricional na
regulacdo do sistema de transporte de glutamina no figado, sugerindo que a

utilizacdo de dieta enriquecida com glutamina no tratamento de individuos
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portadores de cancer poderia manter os niveis de glutamina hepatica e,

consequentemente, prevenir a liberagdo deste aminoacido pelo musculo do

hospedeiro.

A insulina é o principal hormdnio anabdlico do metabolismo intermediario,
sua presenga é indispensavel para a utilizacdo de glicose por aproximadamente
60% dos tecidos corporais. Além do seu papel primario de controlar o transporte e
utilizagcdo de glioosé pelas células, este hormoénio estimula ainda a sintese de
glicogénio, proteinas e lipidios em musculos e tecido adiposo. Atua também
sinergicamente com varios fatores de crescimento e, in vitro apresenta efeitos
estimulatérios sobre o crescimento celular (FERNANDES et. al,, 1989, 1996;
STRAUS, 1984; WILLIAMS et. al., 1992). No figado, este hormbnio aumenta a
sintese de glicogénio (HALFT, 1968), inibe a degradacgdo de proteinas em musculo
esquelético (MANCHESTER, 1970; KRAHL, 1972; GOLBERG, 1978; MARON!I et al,
1986) e a lipblise em tecido adiposo (BROWSEY e DENTON, 1985). Estudo das
ilhotas pancreaticas isoladas de ratos portadores de tumor de Walker 256
comprovou haver diminuicdo na secre¢do de insulina frente ao estimulo com
glicose, o que pode explicar a hipoinsulinemia observada nestes animais
(FERNANDES et al., 1991). Animais portadores do tumor de Walker 256, quando
tratados apenas com este horménio (4U/M100g.p.c.) reverteram a caquexia e
reduziram a velocidade de crescimento tumoral, possivelmente por diminuir a oferta
de substratos essenciais para o crescimento tumoral (FERNANDES, 1990; MEDINA
et al., 1992; NEWSHOLME et al, 1988). Seus efeitos sobre o metabolismo de
glicose, lipidios e proteinas sdo opostos aos gerados pela presenca do tumor
(FERNANDES et. al., 1996), minimizando a degradacéo de lipidios e a perda de
massa muscular em individuos portadores de tumor (COSTELLI, 1999;

PEARLSTONE, 1994). Seu efeito é potente na musculatura esquelética, pois esta
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apresenta maior quantidade de uma das isoformas de proteina transportadora de
glicose (GLUT4), a qual tem sua atividade aumentada pela insulina e,
consequentemente maior captacio de glicose (BURANT et. al., 1991; FERNANDES
et. al., 1996).

A adicdo de insulina em dias alternados em doses de 1U/100g p.c.,
associada ao Naproxeno, Clenbuterol e suplementagdo oral de glutamina em ratos
portadores de tumor de Walker 256 nédo produziu resultado significativo adicional
na reverséo do quadro caquético, quando comparado ao resultado obtido no grupo
RPT+G+N+C. A explicagcdo para este fato talvez esteja no protocolo experimental
utilizado, com o objetivo de reduzir o risco de hipoglicemia, onde a insulina foi
administrada em dias alternados e em dose menor que a utilizada em estudos
prévios (FERNANDES et.al, 1990). N6s aventamos a hipdtese de que se as
injecGes passassem a ser didrias, teriamos um efeito somatério aos resultados
obtidos pelo tratamento com Naproxeno e Clenbuterol, juntamente com a

suplementacdo com glutamina. Esta hipotese, entretanto, deve ser testada.
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CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que o tratamento com Naproxeno, Clenbuterol,
Insulina e suplementagdo oral com Glutamina promoveu reversdo parcial da
caquexia em ratos: portadores de W256. Adicdo de glutamina ndo estimulou a taxa
de crescimento tumoral. O Naproxeno é o principal agente responsavel pela

reducéo na velocidade de crescimento tumoral.
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