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RESUMO

Enjiu LM. Efeito da administragdo de metformina e B-alanina na prevencédo da
inflamacao hipotalamica associada ao cancer. [Tese (Doutorado em Biologia Celular
e Tecidual)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo;
2016.

O cancer é um problema de saude publica mundial, principalmente em paises
em desenvolvimento. Essa doenca pode ocasionar anorexia, que afeta cerca de
metade de todos os pacientes estando presente em grande proporc¢do nos individuos
com cancer avancado. Sabe-se que mediadores inflamatorios desempenham
importante papel no desenvolvimento da anorexia relacionada ao cancer.
Sabidamente, a ingestédo alimentar é regulada pelo hipotalamo por meio da secrec¢ao
de neurotransmissores orexigenos e anorexigenos, que podem ser modulados pelo
processo inflamatério desencadeado pelo tumor, ocasionando anorexia no individuo
afetado. Estudos realizados com carnosina (B-alanina-L-histidina) e metformina
demonstraram eficiente acdo antiinflamatdria e antitumoral. Tal acao antiinflamatoria
poderia otimizar os mecanismos de controle hipotalamico na secrecdo dos referidos
neurotransmissores. O objetivo deste estudo foi analisar a acao da metformina e da
B-alanina no controle do crescimento tumoral e da producdo das citocinas pré e
antiinflamatérias, na secrecéo dos neuropeptidios no hipotdlamo. Foram utilizados 25
camundongos machos, divididos em grupo controle (C), grupo controle portador de
tumor (CT), grupo portador de tumor suplementado com B-alanina (TB), grupo
portador de tumor administrado com metformina (TM) e grupo portador de tumor
administrado com metformina e B-alanina (TMB). Os grupos CT e TM apresentaram
maior concentracao de lactato em relacdo aos demais grupos. Tanto no hipotalamo
guanto no tumor o grupo CT apresentou maior expressao das citocinas inflamatérias
em relacdo aos demais grupos. Concluimos que os tratamentos utilizados
demonstraram um potencial efeito benéfico frente ao tumor, demonstrando uma
interessante estratégia coadjuvante para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: Céncer. B-alanina. Metformina. Inflamacg&o. Anorexia.



ABSTRACT

Enjiu LM. Effect of administration of metformin and (-alanine in the prevention of
hypothalamic inflammation associated with cancer. [Ph. D. Thesis (Tissue and Celular
Biology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
2016.

Cancer is a worldwide public health problem, especially in developing countries.
This disease can lead to anorexia, which affects about half of all patients and is present
in the majority of advanced cancer patients. It is known that inflammatory mediators
play an important role in the development of cancer-related anorexia. It is well known
that food intake is regulated by the hypothalamus through the secretion of
neurotransmitters and exogenous anorectic agents, which can be modulated by the
inflammatory process triggered by the tumor, causing anorexia in the affected
individual. Studies with carnosine (B-alanine-L-histidine) and metformin demonstrated
an effective anti-inflammatory and anti-tumor action. Such an anti-inflammatory action
could optimize the mechanisms of hypothalamic control in the secretion of these
neurotransmitters. The aim of this study was to analyze the action of metformin and £3-
alanine in the control of tumor growth and the production of pro and anti-inflammatory
cytokines in the secretion of neuropeptides in the hypothalamus. A total of 25 male
mice, divided into control group (C), tumor-bearing control group (CT), tumor-bearing
group supplemented with $-alanine (TB), tumor-bearing group administered metformin
(TM) Tumor administered with metformin and B-alanine (TMB). The TM group showed
a significant weight loss and a lower food intake in relation to groups C and TMB. The
CT and TM groups showed higher lactate concentration in relation to the other groups.
All treatments induced lower expression of the inflammatory cytokines in relation to
CT, in hypothalamus and tumor. We conclude that the treatments used showed a
potential beneficial effect against the tumor, demonstrating an interesting supporting
strategy for the treatment of cancer.

Keywords: Cancer. B-alanine. Metformin. Inflammation. Anorexia.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um problema de saude publica mundial, principalmente em paises
em desenvolvimento. Essa doenga vem se tornando cada vez mais comum no mundo
todo. Sabe-se que o cancer é uma das doencas crénicas degenerativas que mais
levam a morte no mundo inteiro, sendo a segunda causa de morte no mundo,

perdendo apenas para as doencgas cardiovasculares (1-3).

O termo céancer € um termo geneérico para um grande grupo de doencas que
podem acometer qualquer parte do corpo. O cancer pode ser definido como uma
rapida reproducéo celular anormal que cresce além de seus limites normais, com a

capacidade de invasdo e metéstase (4,5).

E estimado para as décadas futuras que o cancer estara presente em mais de
20 milhdes de pessoas em 2025. A estimativa para 2012 apontou 14 milhdes de novos
casos, sendo que cerca de 60% desses novos casos ocorreram em paises em
desenvolvimento. No Brasil, a estimativa para o biénio 2016-2017 € de 600 mil novos
casos (1,2,6).

Dentre os homens, 0s cinco tipos mais comuns de céancer sdo: pulmé&o,
préstata, colorretal, estomago e figado. Ja dentre as mulheres, 0s tipos mais comuns

sdo: mama, colorretal, pulméo, colo do Utero e estbmago (1,2).

O aparecimento e desenvolvimento dessa morbidade tem como causa fatores
genéticos que levam os individuos a predisposi¢ao, assim como fatores ambientais,
tabagismo, dieta, obesidade, infecces, sedentarismo e consumo excessivo de alcool
1,2).

E relatado que o cancer pode ser prevenido evitando-se a exposicao aos seus
fatores de riscos. Estudos sugerem que o0 cancer € uma doenca causada
principalmente pelo ambiente em que a pessoa vive do que sua propria biologia. A

figura 01 ilustra a influéncia do ambiente na incidéncia de cancer (1,2).
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TAXAS PADRONIZADAS PELA IDADE (MUNDO) DA INCIDENCIA DE CANCER,
POR 100.000, POR VOLTA DE 1970

100—
91,4
80—
3 60—
3
2
3 40— 34,9
' 24 L0
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no Havai lnn;os 174
20— 63 ’
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O_ A »
Cancer de cdlon Cancer de estdmago

Figura 1 - As taxas nos japoneses gue vivem no Havai séo mais semelhantes as taxas nos havaianos
brancos que as dos japoneses que vivem no Japéo.

Essa doenca, daqui a alguns anos, passara a ser a primeira causa de morte
devido a uma piora nos habitos da popula¢cdo mundial. Dentre esses hébitos podemos
citar o tabagismo, € estimado que cerca de 1,3 bilhdes de pessoas no mundo,
atualmente, fumam cigarros industrializados e que todas as formas de tabacos séao
cancerigenas. Além disso, o tabagismo pode aumentar o risco de 16 tipos de cancer
e corresponde a um quinto das mortes por cancer no mundo. O sedentarismo, habitos

alimentares e obesidade também podem aumentar o risco de cancer (7,8).

Os tratamentos atuais para o cancer englobam a cirurgia, como o padrao ouro,
e a quimioterapia e radioterapia. Esses procedimentos sdo eficazes no combate
contra o tumor e resultam na diminuicdo da morbidade e da mortalidade desses
pacientes. As terapias convencionais sao benéficas quando se trata de aumentar a

sobrevida global (8,9).

A guimioterapia foi criada no inicio do século 20, mas ndo com a finalidade de
um tratamento para o cancer. Os pesquisadores descobriram que as pessoas
expostas ao gas de mostarda apresentavam uma diminuicdo no numero de células

brancas no sangue e comegaram a estudar seu efeito no cancer (8,10).
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Em 1940 foram examinados os efeitos terapéuticos da mostarda no tratamento
de linfoma, injetando uma forma menos agressiva do gas mostarda em ratos
portadores de tumor evidenciando que a massa tumoral desses animais foi reduzida
(8,11,12).

Apés essa descoberta, outros tipos de quimioterapicos comecaram a ser
investigados. A partir da década de 80, comecou a ser utilizado o uso concomitante
de quimiotergpicos com diferentes mecanismos de ac¢éo, levando hd uma melhora na

sobrevida dos pacientes (8,12).

N&o obstante, os quimioterapicos tém um potencial efeito sobre a inibicdo do
desenvolvimento da massa tumoral, muitos sao os efeitos deletérios que essas drogas
causam, com piora na qualidade de vida e muitas vezes na expectativa de vida dos
sujeitos tratados com a quimioterapia. Com o intuito de melhor a tolerancia ao
tratamento sem perder a eficacia, tem se estudado a utilizacdo de coquetéis de drogas
com uma concentracdo menor, que possam diminuir os efeitos colaterais sem perder
a eficiéncia (9,10,12).

Os efeitos colaterais da quimioterapia incluem: dano e morte de células
saudaveis, anemia, perda do apetite, constipacao, diarréia, perda de pelos e cabelos,
fadiga, desidratacdo, alterac6es no paladar, osteoporose, insdnia, entre outros (13—
16).

Além disso, esses tratamentos estdo associados com efeitos deletérios de
médio/longo prazo. No sistema cardiovascular pode ocasionar hipertensao, doenca
arterial coronariana e infarto do miocardio. Estudos demonstram que pacientes que
utilizaram o quimioterapico cisplatina, apresentaram um risco aumentado em duas
vezes para o0 desenvolvimento de doengas cardiovasculares em comparagdo com a

populacdo saudavel (13-15).

E de extrema relevancia o estudo de outros tratamentos que sejam eficazes e
gue apresentem menores efeitos colaterais quando comparados aos tratamentos
convencionais. Dentre esses tratamentos podemos citar a metformina e as
intervengdes nutricionais, como a suplementacdo de aminoacidos, dentre estes a [3-
alanina (17,18).
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2 CANCER

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancer € o crescimento e
a proliferacdo descontrolada de células que sofreram mutac¢fes ao longo do tempo ou
por algum defeito no seu codigo genético, podendo afetar qualquer parte do corpo.
Essas células podem invadir o tecido circunvizinho e alcancar locais distantes

(metastase).

O céncer € uma doenca genética que envolve mudancas dindmicas no DNA
celular, levando ha uma expressao génica anormal nessas células. Tal fato resulta em
um aumento na expressao dos genes envolvidos no crescimento, sobrevivéncia e a

proliferagéo celular (6,19,20).

Na literatura séo descritos dois tipos de genes que influenciam o surgimento do
cancer. Os oncogenes e 0s genes supressores de tumores. Os oncogenes controlam
o crescimento, a sobrevivéncia e a proliferacédo celular. Em células ndo mutadas, a
expressao dos oncogenes estdo muito bem reguladas. J4 em células tumorais ha uma
super expressao dos oncogenes, resultando em uma proliferacdo e divisdo celular
incontrolada e um aumento na sobrevivéncia dessas células. Os oncogenes podem
ser ativados de trés maneiras, como demonstrado na figura abaixo (20,21).

ety %

!
NormatoNA  \WARAM
Abnormal oy lb \ i
oNA - WA WWM WVARRAA
| |

l l !
o @ <

Mutant protein Amplified normal protein  Fusion protein

Normal mRNA

mRNA

Figura 2 (adaptado de Harrington, 2011) - A expresséo do gene ndo mutada leva a formacéo de RNAmM
ndo mutado e a producéo de proteinas em niveis normais. a) mutacdes especificas no DNA ocasionam
em alteracdes na sequéncia de aminoacidos, ocasionando em atividade aumentada; b) o aumento no
namero de RNAm resulta na formagédo aumentada de proteinas; c) a translocacdo de parte do DNA
pode resultar na geracdo de uma proteina com a atividade biolégica aumentada.

J& 0s genes supressores de tumor sdo responsaveis pela inibicdo da

proliferacdo e sobrevivéncia celular. Esses genes estdo envolvidos no controle da

progressao do ciclo celular e da morte celular programada (apoptose) (20,21).
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Estudos demonstram que a tumorigénese € um processo que ocorre em varias
etapas, e a cada etapa, reflete em alteracbes genéticas que conduzem as células

normais a se transformarem em células malignas (5,22,23).

Nas ultimas décadas, o tumor ja ndo é mais visto como um acumulo de células
mutantes com uma homogeneidade relativa, mas sim como um 0Orgdo que se

desenvolveu e apresenta complexidade superior aos tecidos ndo mutados (24,25).

O microambiente tumoral define o comportamento das células tumorais. Trata-
se de uma rede dinamica que néo inclui apenas as células tumorais, mas inclui outras
células como as células do sistema imune, fibroblastos, tecido vascular e etc, ilustrado

na figura abaixo (25,26):
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S

///\ (:J Células tumorais
(@9 )\

Fibroblastos

Células imunes

o ==—""" Matriz extracelular

' Células endoteliais

Figura 3 (adaptado de Marks et al., 2016) - Representacdo esquematica das células tumorais e ndo
tumorais no microambiente tumoral. A figura demonstra como 0s tumores sdo compostos: por células
tumorais, fibroblastos, células do sistema imune (linfécitos, células dendriticas, macréfagos e etc),
células endoteliais e por fibras da matriz extracelular.

Estudos demonstram que o microambiente tumoral é deficiente em oxigénio e
caracterizado por um pH baixo. Ainda, o microambiente tumoral é responsavel pela
inducdo de mutacbes nas células que estdo ao seu redor. De fato, uma das
propriedades deste microambiente é a tensdo de oxigénio, caracterizado por hipoxia
intermitente. Essa sucesséo de periodos induz a formacdo de espécies reativas de

oxigénio (EROSs), que por sua vez, induzem danos ao DNA (25,27).
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Os fibroblastos tornam-se ativos em tumores devido aos fatores produzidos no
microambiente tumoral, como as EROs. A ativacao dos fibroblastos por esses fatores
faz com que eles se tornem cada vez mais proliferativos e aumentem a secrecao de
proteinas da matriz extracelular e outros fatores de crescimento, além de alterar o
citoesqueleto (24,25,27).

O microambiente tumoral também pode influenciar na quimioterapia,
ocasionando uma quimiorresisténcia. Os fatores de crescimento e as citocinas séo
partes importantes no microambiente tumoral em resposta a quimioterapia. Os
fibroblastos associados ao cancer também demonstram papel importante na

guimiorresisténcia (28-30).

Devido a essas alteracdes que ocorrem no tumor e no seu microambiente,
Hanahan e Weinberg (2011) descreveram dez alteracGes que ocorrem no cancer, os
chamados hallmarks of cancer. Esses hallmarks of cancer séo: instabilidade genémica
e mutacado, resisténcia a morte celular, desregulacdo do metabolismo energético,
proliferagdo sustentada, autossuficiéncia em sinais de crescimento, evasédo do
sistema imune, replicacdo infinita, inflamacéo, ativacdo de invasdo e metéstase e
inducdo da angiogénese. Cada uma destas capacidades adquiridas durante o
desenvolvimento do tumor representa um mecanismo de defesa contra a resposta

celular contra a progressao do cancer.
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Figura 4 (adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011) - A figura demonstra os 10 hallmarks of cancer.

Uma das caracteristicas das células tumorais € a capacidade de sustentar a
proliferacéo desenfreada, pois ha uma desregulacao nos sinais de crescimento. Essas
células adquirem essa capacidade de formas distintas: podem produzir os sinais de
crescimento e responder a eles e; podem enviar sinais, que estimulam as células ndo
mutantes que estdo no microambiente tumoral, a produzirem e fornecerem os fatores

de crescimento para as células tumorais (18,31-34).

Além disso, as células tumorais podem aumentar seus receptores, tornando
essas células mais sensiveis e responsivas aos fatores de crescimentos, mesmo

guando liberados em pequena quantidade (18,31-34).

Além disso, essas células que sofreram mutagcfes também conseguem regular
0S genes supressores de tumor. Tais genes integram 0s sinais intra e extracelular,

podendo inibir a progresséao do ciclo celular (18,31-34).
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Outro fator importante para a progressdo tumoral é sua capacidade de
replicacdo ilimitada, também conhecida como imortalizacdo celular. A replicacéo
celular é controlada pelos teldomeros. Quando a célula envelhece, essas estruturas
diminuem seu tamanho e s&o induzidas a apoptose. A capacidade de replicagao
infinita € marcada pela capacidade que as células tumorais possuem em manter seus
teldmeros em tamanho ideal para a replicacao celular e escapar da apoptose (18,31—
34).

A replicagdo e progressao tumoral podem favorecer sucessivos clones com
instabilidade gendémica e mutacfes. Cada clone pode adquirir mutacbes que
favorecem a progressao tumoral (como por exemplo, a inativacdo dos genes

supressores de tumor) e a evadir-se da apoptose (18,31-34).

Tanto é verdade, que estudos de genética moleculares realizados por meio de
analise genbmica comparativa demonstraram que muitos tumores demonstravam
mutagdes cromossomicas, revelando uma clara evidéncia da perda no controle da
integridade gendmica nessas células. Ainda, a recorréncia de mutacdes especificas
(como amplificacBes e/ou delecdes) em locais especificos do genoma favorecem a

progressao neoplasica (18,31-34).

Uma alternativa para o controle da progresséo e replicagdo sustentada das
células tumorais é a apoptose, que serve como uma defesa natural contra o cancer.
Sua regulacao ocorre por meio da recepcgao e processamento dos sinais indutores de
morte celular e deteccdo e integracdo desses sinais. A ativacdo das caspases é

responsavel por esse processo de morte celular(18,31-34).

Contudo, as células tumorais possuem uma variedade de estratégias para
evadir-se da apoptose, sendo a mais comum, a delecdo da proteina p53. Ainda, ha
um aumento na expressdo de genes anti-apoptéticos (Bcl-2 e Bcl-XL) ou de genes

gue estdo envolvidos com sobrevivéncia celular (Bax, Bim, Puma) (18,31-34).

Somado a esses fatores, a apoptose pode acometer as células vizinhas,

matando-as, e as células tumorais podem consumi-las (18,31-34).

As células tumorais, assim como as demais células, necessitam de uma grande

demanda energética para a manutencao de seu metabolism ativo. Frente ao exposto,
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essas células possuem a capacidade de induzir a angiogénese. Durante a progressao
tumoral, os fatores angiogénicos (como o VEGF) séo ativados para ajudar na
sustentacdo energética para o tumor. O VEGF pode ser regulado de duas formas:

pela hipoxia ou pela sinalizacdo oncogénica (18,31-34).

O aumento na vascularizacdo pode aumentar a chance de invasao dos tecidos
adjacente e de metastase. A capacidade de invadir os tecidos e metastase é
promovida devido a altera¢des na sua forma, bem como na adesé&o célula/célula e da

célula com a matriz extracelular (18,31-34).

Em condi¢cdes aerdbias ideais, as células produzem energia na forma de ATP
por meio da fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Contudo, o metabolismo celular
tumoral é alterado, produzindo lactato mesmo em condi¢des aerdbias. Apesar de a
glicOlise aerdbia ser menos eficiente na producdo energética, acredita-se que as

células tumorais se utilizam desse processo para suprir suas demandas (35,36).

O aumento na producédo de lactato pelas células tumorais gera uma diminuicédo
do pH no microambiente tumoral. Essa acidose tem efeitos sobre o metabolismo
celular, na progressdo da doenca e na resposta terapéutica para 0s agentes
guimioterapicos. Além disso, a acidose modula também a angiogénese e a inflamacéao
(37-39).

O acumulo de lactato e, consequentemente, 0 aumento da acidose pode reduzir
a citotoxicidade de alguns agentes quimioterapicos. Ainda, a acidose pode alterar a
absorcao da droga, comprometendo ainda mais sua eficacia em combater a doencga
(40-42).

E postulado na literatura que a terapia com substancia que agem como um
tampao da acidose metabdlica (como a B-alanina) pode ser eficaz no controle da

doenca e potencializar os efeitos dos farmacos (17,18,43,44).
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Figura 5 (adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011) - Possiveis alternativas para ac¢éo terapéutica que
interfere na capacidade tumoral. Inibidores de glicélise aerdbia ou do aumento de lactato é uma
estratégia para a atenuacao da progressao tumoral.

Ainda, o aumento da acidose pelo tumor induz a expressao de genes
relacionados a inflamacé&o como o fator de necrose tumoral (TNF)-a e as interleucinas
(IL). O aumento da resposta inflamatéria pode ser um dos principais contribuintes para

0 desencadeamento da anorexia associada ao tumor (40,42,45).

As citocinas séo reguladores chave de defesa do organismo mediada pelo
SNC, apresentam importante funcéo no desenvolvimento dos sintomas das doencas,

tanto na fase aguda quanto na fase cronica, como a caquexia (46—48).

Essas proteinas sdo produzidas por células inflamatérias, podendo funcionar
como mediadores paracrinos. A inflamacao sistémica mediada por lesdo celular ou
pela ativacédo do sistema imunoldgico desencadeia uma resposta inflamatéria aguda
pelo excesso de liberagéo de citocinas (49-51).

O excesso de liberacdo de citocinas demonstra papel importante na
imunomodulagéo e podem implicar na etiologia da anorexia, perda de peso, disfungcéo
cognitiva e anemia. Sabe-se que a resposta inflamatoria, quando presente

constantemente, pode levar ao desenvolvimento da caquexia (52-56).
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As citocinas demonstram papel relevante na anorexia induzida pelo cancer,
pois elas modulam a motilidade e o esvaziamento gastrico, de forma direta (no sistema
gastrointestinal) ou de forma indireta (no sistema nervoso, alterando os sinais

eferentes que regulam a saciedade) (53-55,57).

De fato, estudos em modelos animais demonstraram que a administracao de
citocinas pro-inflamatérias (IL-1B8 e TNF-a) induzem anorexia, perda de peso, lipdlise,
protedlise e aumento na resisténcia periférica a insulina (55,58—60).

Evidéncias demonstram que a inflamacéo acomete as vias de sinalizacéo, tanto
central quanto periférica, bem como na progressao tumoral. Além disso, altos niveis
destas citocinas inflamatérias podem ocasionar em hipermetabolismo e perda

acentuada de peso (61-63).

As citocinas inflamatdrias séo sinais enviados a partir das células tumorais para
induzir uma resposta catabdlica no tecido adiposo e muscular, tais como a IL-1p, IL-6
e TNF-a. Esses mediadores quimicos podem agir sistemicamente, acometendo o
SNC (63-65).

Uma das estratégias para a atenuacdo da anorexia associada ao cancer é
diminuir a resposta inflamatéria ocasionada pelo tumor, induzindo o aumento no
ganho de peso corporal. Nesse aspecto, estratégias nutricionais, como o uso da L-
cartinitina e a carnosina, tém demonstrado resultados promissores em reduzir o perfil
inflamatério, principalmente no hipotalamo, e na inducédo do aumento de peso corporal
(17,18,44,66,67).

Por fim, sabe-se que nos tumores ha a infiltracédo de diversas células do sistema
imunolégico (linfécitos, macréfagos, células NK) e que essas contribuem para as
condi¢cdes inflamatérias que acometem os tecidos saudaveis. Pensava-se que essa
infiltracdo de células do sistema imunolégico nos tumores seria uma tentativa do
organismo no combate ao tumor. Contudo, evidéncias demonstram que a infiltracdo &
uma resposta do tumor na tentativa de evasdo da defesa do hospedeiro. Acredita-se
entdo que neste contexto, os macréfagos e linfocitos infiltrados no tumor podem

trabalhar em favor do aumento da proliferacdo das células tumorais (18,31-34).
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2.1 Inflamacéo hipotalamica

O hipotdlamo, 6rgdo localizado em uma pequena regido do diencéfalo,
desempenha importante papel na homeostasia corporal sistémica, no controle do
sistema nervoso autdbnomo e esta diretamente envolvido na secrecdo dos
neuropeptidios orexigenos: neuropeptidio Y (NPY) e peptideo agouti-relacionado
(AgRP) e anorexigenos: pré-6piomelanocortina (POMC) e peptideo regulador de
transcricdo de cocaina e anfetamina (CART), neurotransmissores essenciais para a
regulacdo do comportamento alimentar e que se tornam alterados na caquexia
(68,69). Sendo este 6rgdo um alvo critico da acao das citocinas inflamatorias, levando-
0 a um estado inflamatorio (70,71).

Classicamente a sensacao fome e saciedade sao controladas por hormonios
que irdo induzir essas populagcbes de neurdnios na regulacdo da fome/saciedade
(60,72).

A leptina, hormonio secretado pelo tecido adiposo, é considerada um potente
sinal adipostatico, que afetara o balanco energético. Este hormoénio age no hipotalamo
sobre duas populacfes de neurdnios: orexigenos, que secretam NPY e AgRP e os
anorexigenos, que secretam CART e a-MSH (horménio estimulante de

melanocortina), este ultimo € derivado da POMC (73-76).

A regulacédo, dessas populacbes neuronais, depende da concentracdo de
leptina. Quando ela estd aumentada, ha uma inibicdo dos neurdnios orexigenos (NPY
e AgRP) e uma estimulagcdo dos neurdnios anorexigenos (a-MSH e CART),
acarretando em uma diminui¢do da ingestdo alimentar. Quando ocorre o contrario,
baixa concentracdo de leptina, ha uma estimulagdo dos neurénios orexigenos e uma
inibicdo dos neurdnios anorexigenos, ocasionando aumento da ingestao alimentar
(73-76).

O sistema da melanocortina desempenha papel crucial na homeostase
energética. Quando ha um excesso nos estoques energéticos, o neuropeptidio POMC
€ estimulado e libera a melonacortina pelos terminais axénicos, ativando o receptor
de melanocortina MC4R, suprimindo a ingestdo de alimentos e aumentando o gasto
energético, bem como a ativagdo dos neuropeptidios orexigenos (NPY e AgRP)
(60,77,78).
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A perda de 10% do peso corporal leva a uma reducao de 50% na leptina
circulante e por outro lado, quando se ha um ganho de 10% do peso corporal o nivel

de leptina circulante aumenta em até 300% (73—-76).

A perda de peso € o principal estimulo para a ingestdo de alimentos tanto em
humanos quanto em animais. A perda de peso, em pessoas eutréficas, faz com que
haja um decréscimo nos niveis de leptina, induzindo a um balango energético positivo.
Tal acéo se deve a reducao da concentracao de leptina sinalizar ao hipotalamo, onde
este libera os neuropeptidios orexigenos (NPY e AgRP) e inibe a liberacdo dos
anorexigenos (CART e POMC). E postulado na literatura que o neuropeptidio AGRP

€ um antagonista para os receptores de melanocortina (MC4Rs) (79-81).

Tanto é verdade que infusdo central de AQRP ameniza os sintomas de anorexia
e promove o ganho de peso corporal. Esse resultado sugere que durante as doencas
cronicas (como a caquexia) ha uma diminuicéo da atividade dos neurénios NPY/AgRP
e 0 aumento da atividade dos neurbnios POMC/CART. Além da diminuicdo da
atividade de NPY/AgRP, ha uma diminuicdo na expressao dos receptores para NPY,

chamados receptores Y1 (79-81).

Durante a caguexia/anorexia ha perda tanto de massa magra quanto de massa
gorda, fazendo com que a concentracgao de leptina diminua, diminuindo a estimulacéo
de POMC/CART e estimulando NPY/AgRP induzindo assim, aumento na ingestao de
alimentos e uma reducédo do gasto energético (73,79,82,83).

Contudo, o aumento da inflamacdo pelo tumor induz ha uma resposta
equivocada do hipotalamo, estimulando constantemente os neurénios POMC/CART.
A literatura postula que a interleucina-13 desempenha um papel mimetizador da
leptina, levando ha uma inducdo constante da estimulacdo dos neurbnios
POMC/CART (73,75,79,82).

Além disso, a IL-1B8 também pode ser produzida pelo sistema nervoso central
e somada a liberacao periférica desta citocina, induz potentemente anorexia (84). Em
modelos animais, foi verificado que ha um aumento muito significativo na expressao
de mRNA de IL-1B (58,84,85).

Como demonstrado por Lira et al.,, (2011) na vigéncia da caquexia, ratos
portadores de tumor de Walker 256 apresentaram um aumento significativo (de

aproximadamente 2,5 x) na expressdo de mRNA de IL-18 no hipotalamo em relagéo
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ao grupo controle. Esse aumento da IL-1p refletiu diretamente no consumo alimentar
desses animais que permaneceu reduzido, mesmo com uma concentracao baixa de
leptina.

Estudos demonstram que o surgimento do tumor é um grande desafio para as
células do sistema imunol6gico, onde ambos produzem e secretam diversas citocinas
inflamatérias, tais como, TNF-a, IL-6 e IL-1(3 (59,86,87).

O hipotalamo reage aos estimulos a que € submetido e coordena uma resposta
de fase aguda por meio da modulacdo do sistema neuroenddcrino ao metabolismo
periférico, que esta sofrendo alguma alteragdo, para assegurar uma reserva
energeética alta para sustentar o sistema imunolégico (86,88,89).

O termo resposta de fase aguda refere-se a um estado inflamatério que ocorre
no individuo ap6s uma lesdo no tecido. Essa resposta de fase aguda evita que haja
danos em o6rgaos, limite o crescimento de organismos invasores, remova moléculas
prejudiciais ao organismo e ative processos de reparacéo tecidual (86,88,89).

As transmissdes dos sinais imunoldgicos periféricos para o cérebro podem
seguir duas vias: pela circulagdo sanguinea, as citocinas conseguem transpor a
barreira hemato-encefélica via transporte ativo, alcangcando assim, o cérebro ou por
meio do nervo vago. A estimulagcdo do nervo vago por patdgenos ou mediadores
guimicos derivados de células imunes ativam os neurdnios do nucleo do trato solitario,
enviando informacfes para a area do hipotalamo responsavel pela regulacdo da
ingestao de alimentos (86,88,89).

Laviano et al., (2008) sugeriram que o microambiente inflamatdrio ocasionado
pelo tumor libera fatores de crescimento tumoral, sendo esses fatores detectados por
vias aferentes vagais. Essa informacéo é processada pelo hipotalamo, ocasionando
em estimulacéo dos neurdnios POMC e inibigdo dos neurdnios NPY.

A progressao e o crescimento tumoral afetam a estabilidade do metabolismo
celular tanto perifericamente quanto centralmente, podendo levar ha um quadro de
anorexia. As citocinas que sao produzidas e liberadas podem agir de forma autécrina,
paracrina ou enddcrina, estabelecendo uma conexéao (63,88,90).

Durante a progressao do tumor, ha um desequilibrio entre a producao e
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-6) e antiinflamatérias (IL-

10), interferindo no controle da homeostasia e da ingestédo de alimentos (59,84,87).
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Tal fato ocorre, pois, 0 sistema nervoso central apresenta muito receptores para
citocinas, incluindo o hipotalamo. Tanto é verdade, que estudos demonstraram que
pequenas doses de IL-1 injetado centralmente sdo efetivas para induzir anorexia.
Ainda, o crescimento tumoral esta diretamente relacionado com o aumento da
liberagéo de IL-1B no plasma sanguineo (53,59,91).

As citocinas proé-inflamatérias alteram a neuroquimica do cérebro aumentando
a liberacéo de neurotransmissores que induzem a via neuronal anorexigena, como a
via da serotonina. Elas ainda ativam o sistema da melanocortina, podendo induzir o
catabolismo (54,77).

E sabido que durante o cancer as areas que fazem o controle da homeostasia
energética e controle alimentar estdo comprometidas. Diversas evidéncias apontam
gue a expressao génica e proteica de IL-1 no hipotdlamo esta aumentada, o que é
correlacionado negativamente com a ingestao de alimentos (92,93).

Durante o estresse cronico, como a caquexia, a microglia apresenta papel
chave na neuroinflamacéo, pois elas séo as células imunitarias efetoras no cérebro e
estdo envolvidas no inicio, manutencgéo e progressao da inflamagéo central (54,93).

Os mecanismos de interagéo entre neuroinflamacéo, inflamacéo sistémica e a
progressao tumoral ainda ndo sdo completamente entendidos. Porém, ha uma estreita
relacdo causal entre neuroinflamacéo e inflamacéao sistémica na vigéncia da caquexia
(54,57,93).

Todos esses fatores neuroquimicos que ocorrem no hipotdlamo na vigéncia da
sindrome da caquexia associada ao cancer levam ao desenvolvimento da
neuroinflamacdo, mantendo o individuo em catabolismo intenso e em estado de
anorexia, potencializando assim, a sindrome da caquexia (54,71,93).

Demonstrando assim, que o hipotdlamo apresenta grande importancia na
mediacdo ndo apenas da anorexia, mas também na sindrome da caquexia pela
influéncia do balanco energético e no balangco das vias anabolicas e catabodlicas
(54,57,71,93).
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3 METFORMINA

A metformina (1,1-dimetilbiguanida) € um medicamento bastante utilizado para
o tratamento da diabetes do tipo 2 (h& cerca de 50 anos), é considerada a droga
“padrao ouro” para o tratamento destes pacientes. Sua meia vida no plasma é de
aproximadamente 2 a 6 horas, porém alguns compartimentos, como os eritrocitos e

0s enterdcitos, aumentam essa meia vida por até 14 horas (94-96).

Essa droga € postulada como uma droga segura, apresentando poucos efeitos
colaterais. Suas principais funcdes incluem: a inibicdo do complexo mitocondrial 1,
diminuigc&o da gliconeogénese hepética, melhora o transporte de glicose via aumento
ad translocacéo de GLUT-4, para o tecido adiposo e musculo esquelético, reducdo da
hiperglicemia e retarda a absorcdo de glicose pelo intestino, sem ocasionar
hipoglicemia (36,95-97).

Além disso, apresenta efeitos positivos em pessoas com risco cardiovascular,
promove uma melhora no perfil lipidico, modula os marcadores inflamatorios e reduz

o risco de desenvolver cancer (97,98).

7z

A metformina é considerada, um agente antihiperglicémico, por reduzir a
concentracéo de glicose no sangue sem culminar em hipoglicemia. Tal acédo pode ser
explicada por um aumento na sensibilidade a insulina promovida pela metformina e
aumento nos niveis plasmaticos do peptideo semelhante ao glucagon (GLP)-1 (99—
101).

Ainda, a funcdo primaria no controle da glicemia, a metformina reduz a
producéo de glicose hepatica inibindo a gliconeogénese. Diversos sdo 0s mecanismos
para que tal fato ocorra, como a acdo inibitéria na atividade enzimatica na

gliconeogénese hepética (99-102).

Os hepatdcitos expressam o transportador de cation organico (OCT)-1 que
facilita a entrada da metformina no figado. Estudos demonstram que a concentracao
de metformina no figado é maior comparado aos outros tecidos do corpo. Tanto é
verdade, que a delecdo do OCT-1 em camundongos demonstrou uma reducdo na
captacdo de metformina pelo figado e um menor efeito sobre a glicemia desses
animais (99,102-104).
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Figura 6 - A mitocdndria é o alvo primario da acdo da metformina. Este farmaco inibe a cadeia
respiratdria mitocondrial, especificamente o complexo mitocondrial 1, afetando toda a maquinaria
mitocOndria e a producao de energia pela cadeia respiratéria, pois diminui a oxidagdo de NADH.

Quanto aos alvos moleculares da metformina, a enzima mais bem estudada no
controle da acdo downstream desta droga € a quinase sensivel ao AMP (AMPK). Essa
proteina funciona como um indicador dos estoques energéticos do corpo, € composta
por trés subunidades, uma catalitica (subunidade a) e duas regulatérias (subunidades
B ey). AAMPK é ativada quando ha um aumento na razdo AMP/ATP, que é resultante

do desequilibrio entre a producéo e o consumo de energia (99,100,102).

A ativagdo da AMPK reduz as vias de consumo de ATP para restabelecer o
equilibrio energético. Dessa forma, a sintese de glicose, proteinas e lipidios, bem
como o crescimento celular sdo inibidas, enquanto que a oxidacao dos acidos graxos

e a captacado de glicose sao estimuladas (100,102).
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Figura 7 - Mecanismos de acdo da metformina sobre a gliconeogénese hepatica. Apos a metformina
ser absorvida pela mitocondria via OCT1, a ativacdo da AMPK inibe a expressdo dos genes
relacionados a gliconeogénese.

Sabe-se que pessoas com diabetes apresentam maior propensao ao
desenvolvimento de cancer quando comparado com pessoas com outras doengas
cronicas. Esse aumento no risco para o cancer €, principalmente, atribuido ao
aumento nos niveis de fatores de crescimento no plasma, como a insulina

(100,102,105).

Somado a esse efeito pr6 oncogénico da insulina, a hiperglicemia, a
exacerbacdo do estresse oxidativo e a inflamacdo podem aumentar o risco de
desenvolvimento do cancer (100,102,105,106).

De fato, seu efeito anticancerigeno vem sendo estudado nas ultimas décadas
como uma terapia efetiva na prevencédo do cancer. Tal efeito deve-se ao controle da
proliferacdo das células tumorais. Contudo, essa droga apresenta alguns efeitos
colaterais, tais como, aumento do lactato e anorexia (96,97,100,102).
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Estudos realizados com pacientes diabéticos demonstraram uma reducao de
até 40% no risco de desenvolvimento de cancer, quando comparado com individuos

tratados com outros farmacos hipoglicemiantes (96,98,107).

Foi visto ainda, que este farmaco atenua a progressdo do tumor (106,108).
Contudo, ha poucas evidéncias comprovando os efeitos benéficos do uso metformina

sobre o cancer em pacientes nao diabéticos (96,98,109).

A literatura relata que o uso da metformina em pacientes néo diabéticos foi
capaz de reduzir seletivamente os marcadores celulares de proliferacdo e de
crescimento em mulheres com cancer de mama, demonstrando assim, propriedades
guimioterapicas (106,110,111).

A reducéo da proliferacéo celular tumoral esta diretamente relacionada com a
inibicdo do ciclo celular no estagio Go/G1 e ndo pela indugdo da apoptose. Sahra et
al., (2008) demonstraram que a administragdo de metformina inibe a expressao de
proteinas responsaveis pelo controle do ciclo celular (ciclina D1 e pRb), sendo essas

as duas principais reguladoras do ciclo celular.

Os mecanismos pela qual a metformina consegue atenuar o crescimento
tumoral ainda ndo estdo bem definidos. Contudo, 0s mecanismos provaveis para o
controle tumoral promovido pela metformina séo a inibicdo do estimulo de crescimento
tumoral e a supressdo de escapes metabolicos que sao realizados pelas células
tumorais. Essas inibicbes podem ter associacdo com a insulina (insulino dependente)

ou nao (insulino ndo dependente) (36,99,100,112).

Outro efeito interessante no tratamento do cancer com a metformina € a
reducdo da hiperglicemia, diminuindo assim, o aporte energético para o tumor e
reduzindo o efeito de Warburg e, consequentemente, a producéo de lactato pelo tumor
(36,106,112,113).

Ainda, a ativacdo da via da AMPK pela metformina também pode inibir a
glicélise aerdbia utilizada por algumas células tumorais. Outras células tumorais que
nao se utilizam da glicolise aerdbia, podem ser induzidas a morte pela metformina
pela reducédo do ATP (36,100,112,114).
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Além disso, esse farmaco pode influenciar no controle tumoral por meio da
regulacdo na sintese de acidos graxos dependente da ativacdo da AMPK. A enzima
acido graxo sintase (FAS) é essencial na biossintese de acidos graxos e apresenta-
se aumentada em células tumorais. A literatura demonstra que a ativagdo da AMPK
reduz a expressdo de FAS e, consequentemente, o crescimento tumoral
(36,99,100,112,114).

Ainda, a metformina apresenta influencia na inflamagao crénica ocasionada
pelo tumor. Hirsch et al., (2013) relataram que a ativacdo da AMPK inibe a sintese de
citocinas pro-inflamatérias em diversos tipos de células, sugerindo uma possivel
reducdo da inflamacéo ocasionada pelo tumor com a administracdo de metformina.
Tal diminuigdo do quadro inflamatério se deve a inibicdo da ativagéo do fator nuclear

kappa B (NF-kB) e diminuicdo da concentragéo da proteina C-reativa.

Por ultimo, a metformina pode promover um importante efeito no crescimento
e na metéstase tumoral pela inibicdo da migracao celular e angiogénese. Sabe-se que
a angiogénese € fator importante para o processo de crescimento tumoral e a
administracdo de metformina diminui os estimulos pro-angiogénicos e inflamatérios,
como TNF-a e a ativagdo do NFkB, reduzindo o fator de crescimento vascular
endotelial (36,97,99,105,115).

Além disso, a ativacdo da AMPK induzida pela metformina apresenta papel
importante na via do VEGF para inibicdo da angiogénese. Essa inibicdo ocorre ainda
de forma seletiva, acometendo apenas as células tumorais. E postulado na literatura
que a inibicdo da mTOR (mammalian target of rapamycin) pela AMPK € a principal

razao para a inibicdo da angiogénese (36,99,100,115,116).

Outra forma com que a administracdo de metformina reduz a angiogénese é
pela reducdo no recrutamento de neutréfilos. Sabe-se que os neutréfilos apresentam
papel importante no processo inflamatério e na secrecdo de diversos fatores pro-
angiogénicos como o VEGF (99,100,105,114,116).

Diversos estudos demonstram ainda que a metformina pode aumentar a
sensibilidade aos tratamentos quimioterapicos, demonstrando ser um promissor
agente coadjuvante para o tratamento do cancer. Adicionalmente, a metformina pode

ser benéfica quando administrado juntamente com os quimioterapicos, pois apresenta
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efeitos protetores para alguns efeitos colaterais como a cardiotoxicidade ocasionado
pelo uso da doxorubicina (66,105,112,114,117).

Figura 8 - O controle da proliferacdo e crescimento celular pela metformina. A metformina inibe o
crescimento das células cancerigenas por atenuar a hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina, diminuindo assim, os niveis de glicose, insulina, IGF e as vias de sinalizacdo de crescimento
celular. Todos esses mecanismos séo regulados pela ativacdo da AMPK.

Apesar desses beneficios, a metformina apresenta alguns efeitos colaterais
como a acidose metabdlica e anorexia. A acidose metabdlica promovida pela
metformina é definida como uma elevacgéao do lactato sanguineo, ocasionando acidose
em pacientes tratados com metformina. Apesar de ser uma condic¢édo rara, a literatura
estima 10 casos para cada 100 mil pacientes que utilizam esse medicamento, o
acumulo da acidose metabdlica provocada pela metformina pode aumentar a
mortalidade (de 30% a 50%) destes pacientes e 0s casos continuam a ser relatados

e com maior frequéncia (118-120).

A acidose metabdlica pela metformina acomete principalmente os pacientes
gue apresentam desidratacédo, vémito, diarréia e cirurgia. Todos esses sintomas sao
frequentes em pacientes caquéticos. Esses sintomas estdo relacionados com a
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diminuicAo da remocdo da metformina, culminando em aumento dos niveis
plasmaticos desta (99,118,120).

Estudos relatam que individuos com pré-disposicdo a desenvolver acidose
metabdlica, como é o caso do efeito Warburg ocasionado pelo tumor, a administracéo

com metformina pode ser um potencial fator de risco (118,121,122).

Em condi¢des normais, a acidose metabolica é caracterizada por baixo pH do
sangue e elevada concentracdo de lactato arterial. O lactato é produzido em diversos
tecidos, tais como, intestino, figado e tecidos periféricos durante a glicolise e
condic¢fes de hipoxia (99,118,121).

O lactato é oxidado em dioxido de carbono e agua pela mitocéndria para a
geracdo de energia ou convertido em glicose pelo figado e rim pelo processo de
gliconeogénese (118,120,122).

A acidose metabdlica ocasionada pela metformina ocorre em condi¢cdes onde
a producado de lactato é aumentada, ao mesmo tempo em que sua remocao pela
oxidagdo ou gliconeogénese é drasticamente reduzida. Além disso, o0 aumento do
lactato é dependente, principalmente, da dose e da concentracdo plasmatica de
metformina (120,122,123).

E relatado na literatura que um dos mecanismos em que a metformina aumenta
a concentracdo plasmatica de lactato € pela inibicdo do complexo 1 da cadeia
respiratoria mitocondrial nos tecidos, responsavel pela remocdo do lactato

(36,98,99,120).

O complexo mitocondrial 1 é importante para a cadeia respiratéria e na
fosforilagdo oxidativa, pois além de produzir energia na forma de ATP, ele oxida as
moléculas NADH, que sao produzidas no ciclo de Krebs e na 3-oxidacéo, regenerando

as moléculas de NAD* e controlando o pH intracelular (95,98,118,120).

Tal inibicdo resulta na diminuicdo do metabolismo energético celular e uma
diminuicdo da cadeia respiratéria mitocondrial, podendo aumentar, dessa forma, a
producao de lactato. (95,118,120).

Essa inibicdo do complexo mitocondrial 1 resulta em uma reducéo do aporte

energeético, alterando o balanco entre a producdo e o consumo de ATP, reduzindo



38

assim, a razdo ATP/AMP e ativando a AMPK. A estimulagdo da AMPK pela
metformina se da pela inibicdo da AMP desaminase, resultando em aumento da AMP
e, consequentemente, ativando a AMPK. A ativacdo da AMPK é responsavel pelo

aumento da captacéo de glicose pelo GLUT-4 no musculo esquelético (36,95,99,120).

Ainda, a metformina administrada via oral, consegue atravessar a barreira
hemato-encefalica, sugerindo que seu efeito anorexigeno possa ser por meio de uma
acdo direta sobre os centros regulatérios de sensacdo de fome/saciedade no
hipotalamo (83,100,124).

E relatado na literatura que a administracdo de metformina pode reduzir a
ingestdo de alimentos em individuos diabéticos e n&o diabéticos. Evidéncias sugerem
gue seu potencial efeito anorexigeno é resultado de acdo especifica no centro
regulatorio de sensacdo de fome e saciedade no hipotalamo. Contudo, o0s

mecanismos ainda estao sendo investigados (92,124-126).

Aubert el al., (2011) demonstrou que a administragcdo de metformina por 2
semanas em ratos alimentados com uma dieta rica em gorduras induziu ha uma
significativa reducao da ingestédo de alimentos e perda de peso em todos 0s animais.

Somado a esse fator, houve também um aumento nos niveis plasméticos de leptina.

Dados da literatura demonstram que a AMPK apresenta importante papel na
regulacdo da populacdo de neurdnios que controlam a sensacao de fome/saciedade,
pois age como um sensor e regulador da homeostase energética, sinalizando o estado
metabdlico para o hipotalamo e regulando a sensacdo de fome/saciedade. Ainda,
evidéncias demonstram que a AMPK €& altamente expressa no hipotalamo
(83,100,126,127).

O controle da ingestdo alimentar pode ser modulado pela AMPK, mas ha um
conflito entre os estudos sobre sua acéo no controle da ingestdo alimentar. H4 estudos
relatando que a metformina diminui a pAMPK no hipotalamo (Chau-Van et al., 2007)
e outros estudos relatando que a metformina aumenta a pAMPK no hipotdlamo
(Ropelle et al., 2007). Sendo necessarios mais estudos para o melhor entendimento

desses mecanismos.
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Lépez et al., (2008) e Minokoshi et al., (2004) relatam que o estado de jejum
pode aumentar a atividade da AMPK no hipotalamo, a ativagdo da AMPK no
hipotalamo induziu a sensacdo de fome e ganho de peso corporal. Enquanto sua

inibicdo promoveu sensagao de saciedade e perda de peso corporal.

Lee et al., (2012) verificaram a infusdo de metformina diretamente no cérebro
dos animais por meio de cateter e analisaram que houve aumento da pAMPK e
aumento na expressdo do neuropeptidio POMC e uma diminuigdo na expresséo do

neuropeptidio NPY.

Um estudo demonstrou que a administracdo central de grelina aumentou a
fosforilagdo de AMPK e uma reducéo na fosforilacdo da mTOR, induzindo a expresséo
de NPY e AgRP. Porém, quando foi administrado metformina, houve uma reducgéo
significativa na fosforilacdo de AMPK e um aumento na fosforilacdo de mTOR,
sugerindo assim, que ha uma interferéncia na sinalizacdo da AMPK pela grelina,

demonstrando um potencial efeito anoréxico da metformina (83,124,128).

A reducédo da fosforilagdo da AMPK no hipotalamo leva ha uma reducédo na
ingestao de alimentos e hd um aumento na atividade da mTOR, indicando que o efeito
anoréxico da metformina € dependente da fosforilacdo da AMPK ou néo (83,124,128).

Apesar dos efeitos colaterais ocasionados pelo uso crénico da metformina,
esse farmaco demonstra um potencial efeito antitumoral, podendo ser utilizado como
uma terapia alternativa para o tratamento do cancer. Ainda, quando associada a
suplementagdo com (-alanina, pode apresentar resultados promissores para um

tratamento alternativo, com menor efeito colateral, para o cancer (83,129-131).
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4 B-ALANINA

A B-alanina € um aminoacido ndo essencial sintetizado naturalmente e
encontrado no musculo esquelético e € um dos principais componentes de diversos
suplementos alimentares. E um dos precursores e o grande fator limitante para a
sintese da carnosina. A B-alanina é largamente utilizada e estudada como um recurso
ergogénico, devido ao seu efeito de tamponamento da acidose metabdlica
(44,132,133).

E relatado que o estresse bioldgico aumenta a concentracdo de B-alanina. Em
diversos tecidos, inclusive nos mamiferos, este aminoacido apresenta funcao
protetora contra a lesd@o celular induzida pelo exercicio fisico (139-141). Em plantas,

a B-alanina protege contra o estresse osmotico.

Esse aminoacido possui como principal caracteristica o tamponamento da
acidose metabolica. A acidose metabolica, ocasionada tanto pelo musculo esquelético
guanto pelo tumor, eleva a producédo de acido latico que se dissocia rapidamente em
ions H* e lactato, alterando os valores de pH fisiologico. A B-alanina pode ser aceptor

de protons durante a liberag&o excessiva pela glicolise (132,134).

Tal efeito, tanto para a B-alanina quanto para a carnosina, deve-se ao anel

imidazol, que € um aceptor de ions H* durante a acidose metabdlica (134,135).

O principal objetivo da suplementacdo da B-alanina € aumentar os estoques
intramusculares de carnosina. Estudos relatam que doses seguras (10 mg/kg/dia) sdo
suficientes para aumentar de forma significativa os estoques de carnosina e sua dose
diaria é limitada em cerca de 800 mg por dia, doses diarias acima desse valor podem
causar alguns efeitos colaterais como parestesia e enxaqueca. Ainda, alguns autores
relatam que a 3-alanina em excesso pode ser oxidada e contribuir para a producéo de

energia pelas células (132,136,137).

Diversos estudos demonstram que diferentes doses aumentam de forma
significativa os estoques de carnosina, sendo que esses estoques permanecem altos
por até nove semanas apoés a interrupgdo da suplementagdo com [-alanina (138—
140).
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Os beneficios da suplementagado de B-alanina para ambito competitivo séo
diversos, tais como, aumento da poténcia anaerdbia, aumento da forca muscular,

retardo da fadiga e do acumulo de lactato sanguineo (133,141-143).

Contudo, recentemente um estudo demonstrou que a (-alanina possui efeito
antitumoral. Vaughan et al., (2014) demonstraram que a B-alanina conseguiu reduzir
significativamente a glicolise de células tumorais e 0 microambiente &cido produzido
pelo tumor. Somado a isso, a B-alanina conseguiu reduzir de forma seletiva o

metabolismo oxidativo das células tumorais.

Ainda, esse mesmo grupo relatou que esse aminodacido reduziu a expressao
de genes relacionados a via glicolitica, como a lactato desidrogenase (LDH). Além
disso, inibiu a proliferagéo celular reduzindo a viabilidade celular e demonstrou ainda,

um aumento na sensibilidade ao quimioterapico, como a doxorubicina (44).

Esses efeitos benéficos da 3-alanina frente as células tumorais, pode ter uma
participagao efetiva da carnosina, uma vez que a -alanina € um aminoacido precursor
de sua sintese e todos os efeitos relatados com a $-alanina, sdo vistos também com

a suplementagéo com carnosina (44,133).

A carnosina é um dipeptideo formado pela unido dos peptideos (3-alanina e L-
histidina, sintetizado predominantemente nas células musculares esqueléticas (cerca
de 99%), ela esta ausente em plantas e invertebrados, sua concentracdo varia de
acordo com a idade, sexo, tipo de fibra muscular e da dieta. O fator limitante da sintese
deste dipetideo é a B-alanina (133,144,145).

Sua sintese € realizada pela enzima carnosina sintase (ou sintetase),
apresentando alta atividade no musculo esquelético e regides especificas do cérebro,
como o bulbo olfatério. Sua hidrélise ocorre por meio de duas enzimas: carnosinase
plasméatica (CN1), que apresenta alta atividade, e carnosinase tecidual (CN2), sendo

gue a enzima carnosinase plasmatica é ausente em roedores. (135,146,147).
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Figura 9 - Metabolismo da carnosina. A sintese da carnosina depende da enzima carnosina sintase
(CS), sintetizando a carnosina a partir dos peptideos (-alanina e L-histidina. A sua degradacdo depende
da enzima carnosinase (CN), clivando-a em -alanina e L-histidina novamente.

Esse dipeptideo, assim como seu precursor, € largamente estudado no
exercicio fisico, sua principal funcéo € o tamponamento da acidose metabdlica e sabe-
se que ele modula o sistema nervoso periférico afetando o controle autbnomo do

pancreas, rim, tecido adiposo e a pressao sanguinea (135,146,147).

E relatado na literatura que esta proteina, além das funcées citadas acima,
apresenta efeitos terapéuticos, tais como, diminui¢éo do risco de nefropatia diabética
e da diabetes, do risco de desenvolver doencas cardiovasculares, e demonstra ainda,
um potencial antioxidante e antiinflamatério (133,148-151). Tanto é verdade que
pesquisadores tem verificado sua eficacia para o combate ou prevencédo de diversas
doencas crbnicas e neurodegenerativas tais como Parkinson e Alzheimer

(135,152,153)

Estudos mais recentes indicam que este dipeptideo apresenta um potencial
profilatico e eficiente no tratamento de céancer, promovendo retardo/controle do
crescimento tumoral (137,149,154,155). Tais efeitos ndo resultam de apoptose ou

necrose, mas sim de uma reduc¢éo na taxa de proliferacéo do tumor (136,137,149).

Asperger et al., (2011) e Renner et al., (2010) observaram que este efeito
inibitério no crescimento tumoral se deve a uma inibicdo seletiva na ressintese de
ATP, sugerindo assim, um possivel efeito no bloqueio das vias energéticas do tumor.
Tal efeito deve-se ha uma interferéncia na glicélise aerdbia promovida pelo tumor
(137,149,156).

Shen et al., (2014) demonstraram que cultura de células tumorais tratadas com
carnosina apresentaram reducéo na proliferacao celular de cerca de 39% quando

comparadas ao grupo controle. Essa reducéo foi devida ao fato da suplementacéo de
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carnosina ter levado a reducdo do aporte energético para as células tumorais,
diminuindo o consumo de oxigénio pelas células tumorais e a acidose extracelular
ocasionada pelo tumor. Além disso, a glicdlise também é afetada pela carnosina,
podendo haver uma reducdo de aproximadamente 62% quando comparado ao
controle, reduzindo dessa maneira, o0 aporte energético do tumor (149).

Outro fator que pode explicar a diminuicdo da proliferacdo é que a carnosina
pode interromper o ciclo celular, afetando também a vida util das células tumorais. No
entanto, o efeito anti-proliferativo da carnosina nao € devido a citotoxicidade, e sim de

uma interrupcdo na transicao da fase G1 para fase S do ciclo celular (137,157).

Ainda, a suplementacdo de carnosina é seu efeito anti-inflamatorio. De fato,
Son et al., (2008) demonstraram por meio de cultura de células intestinais que esse
dipeptideo inibiu a producao da citocina inflamatéria IL-8, porém a expressao génica

desta citocina ndo sofreu alteracao.

Outros estudos mostraram as ac¢des anti-inflamatoérias da carnosina, com
reducdo na producdo das citocinas inflamatérios, tais como a IL-1p, IL-6, IL-8 € TNF-
a (153,157,158). De acordo com Son et al., (2008) a carnosina inibiu a producéo e
secrecao de IL-8, mas nao alterou a expressao do mRNA desta citocina.

Tal efeito inibitério da carnosina na producéo de citocinas deve-se a diminuicao
da fosforilagdo do complexo que regula a traducédo, o elF4E, contribuindo para a

diminuigc&o da traducdo do mRNA das citocinas inflamatoérias (136,152,158).

Dados obtidos no mestrado (ndo publicados) demonstram a acéo da carnosina
no controle do crescimento tumoral e no perfil inflamatério de ratos portadores de

tumor.

Na figura 09, analisamos que o grupo controle portador de tumor (CT)
apresentou uma reducdo no peso corporal em comparacdo ao grupo controle (C)
(269,72 + 4,75 g vs 308,96 = 8,33 g, respectivamente; p<0,05). Quando
suplementamos os animais com carnosina (ST) o peso corporal foi similar ao C
(295,91 + 7,95 g). Ainda, o peso tumoral no grupo ST apresentou uma redugdo em

relacdo ao CT (5,28 £ 1,23 g vs 26,39 + 3,92 g, respectivamente; p<0,01).
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O consumo alimentar e hidrico mostrou diminuicdo no CT em relagdo ao C
(Consumo de ragdo 17.37 + 0.52 g vs 23.73 £ 0.60 g, respectivamente; p<0.001,;
Consumo de agua 31.75 + 1.02 mL vs. 46.26 £+ 1.42 mL, respectivamente; p<0.001).
Quando suplementamos os animais com carnosina (ST), o consumo de racgéo foi
semelhante ao grupo C (Consumo de racdo 28.18 + 1.08 g; Consumo de agua 57.42

+ 2.55 mL). O grupo suplementado controle (SC) foi semelhante ao C.
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Figure 10 - Peso corporal, consume de ragédo e agua e peso tumoral do grupo controle (C), grupo
controle suplementado com carnosina (SC), grupo de animais portadores de tumor (CT) e grupo de
animais portadores de tumor suplementados com carnosine (SC), n=10. Os valores sdo expressos em
média + SE. Significancia ao 2p < 0.001 comparado ao C. Significancia ao ?p < 0.001 comparado ao
SC. Significancia ao ¢ p < 0.05 comparado ao ST. Significancia ao p < 0.001 comparado ao ST.
SignificAncia ao ¢p < 0.01 comparado ao C. SignificAncia ao fp < 0.001 comparado ao CT.

Na analise da expressdo génica, as citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6
apresentaram-se aumentadas em relacdo aos demais grupos. Em relacéo a IL-1j3, 0
grupo ST demonstrou uma reducdo em relagdo ao grupo CT. Ja a IL-10 apresentou-

se aumentada em todos os grupos (figura 11)
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Figura 11 - Andlise da expressao génica das citocinas no hipotdlamo do grupo controle (C), grupo
controle suplementado com carnosine (SC), grupo de animais portadores de tumor (CT) e grupo de
animais portadores de tumor suplementados com carnosine (SC), n=10. Os valores sd0 expressos em
média + SE. Significancia de 2p < 0.001 comparado ao C. Significancia de ® p < 0.001 comparado ao
SC. Significancia de ¢ p < 0.001 comparado ao ST. Significancia de ¢ p < 0.01 comparado ao SC.
Significancia de ¢p < 0.05 comparado ao C. Significancia de fp < 0.05 comparado ao SC. Significancia
de9p < 0.01 comparado ao CT.

Quando analisamos a expressdo proteica das mesmas citocinas (figura 12),
notamos um aumento na expressao da citocina IL-1B no grupo CT em relagao ao
grupo C. O grupo ST ndao demonstrou nenhuma diferenca quando comparado com os
grupos controles. As demais citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10) n&do apresentaram
diferencas entre os grupos.
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Figura 12 - Analise da expressao proteica das citocinas no hipotalamo do grupo controle (C), grupo
controle suplementado com carnosine (SC), grupo de animais portadores de tumor (CT) e grupo de
animais portadores de tumor suplementados com carnosine (SC), n=10. Os valores sdo expressos em
média + SE. Significancia de 2p < 0.05 comparado com C.

Sendo assim, a hipétese do presente estudo se baseia no potencial efeito que
a administracdo de metformina e da suplementagédo de (-alanina podem apresentar
na diminuicdo do estado inflamatério, atuando na inflamag&o hipotalamica, na
secrecao de citocinas, bem como atuando na diminuicdo do tamanho do tumor e na
possivel atenuacdo da anorexia ocasionada pelo desenvolvimento do quadro de

caquexia.
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5 JUSTIFICATIVA

As drogas utilizadas atualmente sdo inespecificas e antigas, sendo de extrema
relevancia o estudo de novas drogas que possam ser utilizadas como coadjuvantes
no tratamento para o cancer. A metformina é um farmaco utilizado para o tratamento
da diabetes e possui efeito antitumoral. A carnosina é eficiente em atenuar os
sintomas da anorexia e sabe-se que a B-alanina é o principal fator limitante para sua
sintese. Ainda, a suplementagao de 3-alanina aumenta os estoques intracelulares de
carnosina. Este trabalho propfe investigar se a administracdo de metformina e a
suplementagao de B-alanina podem ser eficientes para o controle do crescimento

tumoral e da anorexia e no controle do perfil inflamatério.
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6 OBJETIVO

Analisar a agdo da metformina e da [(B-alanina, no controle da producao das
citocinas pré e anti-inflamatérias, na secre¢cdo dos neuropeptidios orexigenos e

anorexigenos no hipotalamo e no crescimento tumoral
6.1 Objetivos Especificos

6.1.1 Analisar o efeito anti-anorexigeno da B-alanina ocasionado pelos efeitos da

metformina e do tumor.

6.1.2 Determinar e quantificar as citocinas pro e anti-inflamatorias (IL-13, IL-6, IL-10 e
TNF-a) no hipotalamo.

6.1.3 Examinar o efeito da suplementacdo sobre a secrecdo de leptina, fator
fundamental na modulacdo da expressdao de neuropeptidios anorexigenos e

orexigenos.

6.1.4 Mensurar a producéao e contribuicdo de citocinas pelo tumor.
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7 CASUISTICA E METODOS
7.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos adultos, da linhagem C57BLS6,
fornecidos pelo Biotério Central do ICB/USP, com peso inicial variando entre 20-30 g.
Os animais serdo mantidos no Biotério de Experimentacdo do Departamento de
Biologia Tecidual e Celular (ICB/USP) em regime de foto periodo 12 h claro: 12 h
escuro (periodo claro iniciando-se as 7:00 h), temperatura de 23 + 1 °C e receberam
agua e racao granulada balanceada (NUVILAB® CR1 — Nutri vital Nutrientes Ltda.) ad

libitum.

Os procedimentos de manipulacédo experimental dos animais serdo realizados
de acordo com as normas estabelecidas no Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e aprovado pela Comissdo de Etica do Instituto de Ciéncias
Biomédicas — USP, registrado sob n° 67, nas folhas 33, do livro 3.

Injecao > Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Eutanasia
tumoral I I I I
Injec&o tumoral Pesagem dos Pesagem dos Pesagem dos
Inicio dos tratamentos  animais e da racéo animais e da racéo animais e da racéo
Primeira pesagem dos Eutanasia dos
animais e da racéo animais

Figura 13 - Desenho experimental do trabalho, tendo inicio com a inje¢do tumoral nos animais. Os
tratamentos foram realizados durante 21 dias.

7.2 Grupos experimentais
Os animais serdo distribuidos nos seguintes grupos:

= Grupo de camundongos controle - CT

= Grupo de camundongos controle portadores de tumor - CTB

= Grupo de camundongos portadores de tumor suplementado com -
alanina—-TB

= Grupo de camundongos portadores de tumor suplementado com
metformina — TM

= Grupo de camundongos portadores de tumor suplementado com (-

alanina e metformina - TBM
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7.3 Tratamento

Os grupos experimentais receberdao 10 mg/kg por dia de B-alanina ou 300 mg/kg por
dia de metformina ou uma solugcdo contendo [(-alanina e metformina, sendo a
administracdo das solugdes via intragastrica. O consumo de ragéo sera aferido, assim
como o0 peso de todos 0s animais.

7.4 Implante tumoral

Células de carcinoma de pulmao de Lewis serdo cultivadas em Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de 100
U/mL de penicilina e 100 Ig/mL de estreptomicina e serdo passadas a cada 3-4 dias.

Para a injecao, as células seréo diluidas em DMEM e injetadas nos animais.
7.5 Reacdo em cadeia da polimerase — Transcri¢do reversa (RT-PCR):
7.5.1 Extracdo do RNA Total:

A extracdo do RNA total do hipotalamo foi realizada utilizando o reagente

Trizol® (Invitrogen, EUA), de acordo com as recomendacodes do fabricante.
7.5.2 Obtencdo do cDNA e amplificagdo dos genes de interesse por PCR:

Uma amostra de 5 pg de cada RNA foi submetida & reacdo de transcricao
reversa com primers randémicos. Para isto, foi adicionado em cada amostra tampao
da enzima, primers randémicos (150 ng) e a enzima SuperScript Il (200 U; Invitrogen,
EUA), em volume final de 20 pul. A partir dos cDNAs obtidos foram realizadas reacdes
de PCR, amplificacdes de 40 ciclos, utilizando-se primers especificos para os genes
das citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a), neuropeptidios (NPY e POMC), grelina e
leptina, 10 pmol de cada primer em 100 ul de master mix, e a enzima GoTag® Flexi

DNA Polimerase (Promega, EUA), conforme instru¢des do fabricante.
7.7 Medida da concentracao por método ELISA:

As amostras de hipotalamo foram lavadas em solucdo salina a 0.9% para
remover qualquer contaminante existente. Sequencialmente, as mesmas foram
picadas em 1 ml/100 mg de tecido em tampao RIPA e homogeneizadas com
equipamento da marca Polytron. O homogenato foi centrifugado a 4 °C por 20 min a

15000xg, os sobrenadantes foram usados. A concentracdo de proteinas foi
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determinada pelo método de Bradford. O ensaio quantitativo da concentragdo das
citocinas (IL-18, IL-6, IL-10 e TNF-a), neuropeptidios (NPY e POMC) e leptina foram
realizados pelo método de ELISA (DuoSet ELISA, R & D Systems, MN, USA).

7.8 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pela ANOVA two way (controle X tumor;
suplementado X ndo suplementado) e entdo considerado a interacao entre A e B. Se
um valor significativo for encontrado sera conduzido a um pés-teste de Tukey. O nivel

de significancia adotado sera P<0.05.
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8 RESULTADOS

8.1 Tratamento dos animais

O peso corporal dos animais ao longo do tempo est&4 demonstra pela figura 13.
Notamos que até o sétimo dia do implante tumoral os grupos mostravam-se
semelhantes. A partir do décimo quarto dia, o grupo TM demonstrou uma diminuicao
significativa em relagédo ao grupo C. No vigésimo primeiro dia o grupo TM continuou

com uma significativa reducao de peso em relagcéo aos grupos C e TMB.

Notamos que o tratamento com beta-alanina e o tratamento de metformina
somado a beta-alanina preveniu a perda de peso, mantendo-se préximo ao peso

corporal dos animais controles.

28-
- C
25 . - CT
-+ TM
C o - TB
2 24- - TVB
o
22
20 . . . .
v A N3 Q>
Dias

Figura 14 — Peso corporal dos animais ao longo do tempo. C: grupo controle (n=5), CT: grupo controle
portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB: grupo tumor
suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina e beta-alanina
(n=5). a p<0,05 C em relacdo ao TM; b p<0,01 C em relacdo TM; c p<0,05 TMB em relacdo ao TM.

O consumo dos animais ao longo do tempo estd demonstra pela figura 14.
Notamos que a partir do décimo quarto dia, o grupo TM demonstrou uma diminuicao
significativa em relacéo ao grupo C e ao grupo TB. No vigésimo primeiro dia o grupo
TM continuou apresentando reducao no consumo em relagao ao grupo C. O grupo CT
também demonstrou uma reducdo no consumo alimentar em relacdo ao grupo C no

vigésimo primeiro dia. Curiosamente, o grupo TB aumentou o consumo de alimentos.
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Figura 15 — Consumo de racdo dos animais ao longo do tempo. C: grupo controle (n=5), CT: grupo
controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB: grupo tumor
suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina e beta-alanina
(n=5). a p<0,05 C em relagcédo ao TM; b p<0,05 TB em relacdo TM; ¢ p<0,05 C em relacdo ao CT; d
p<0,01 C emrelacdo ao TM.

Apos o sacrificio dos animais e analisarmos o peso dos tecidos, ndo notamos

nenhuma diferenca estatistica no peso dos tecidos entre os grupos (figura 15).

Figado TARP TAE

Subcutaneo Gastro Séleo

Figura 16 — Analise do peso dos tecidos dos animais. C: grupo controle (n=5), CT: grupo controle
portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB: grupo tumor
suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina e beta-alanina
(n=5).
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Contudo, quando analisamos o peso do tumor, notamos que o grupo TB
apresentou uma massa tumoral maior que os demais grupos, demonstrando uma

diferenca significativa em relacdo ao grupo TMB (figura 16).

Tumor
0.5-
 ——
-1
Q Q
N N

Figura 17 — Analise do peso do tumor dos animais. C: grupo controle (n=5), CT: grupo controle portador
de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB: grupo tumor suplementado
com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina e beta-alanina (n=5). **

p<0,01.

Analisamos ainda a concentracdo de lactato no soro dos animais e notamos
gue os grupos CT e TM apresentaram aumento significativo na concentracdo de
lactato em relacdo aos demais grupos, o que foi revertido quando suplementamos

esses animais com beta-alanina (figura 17).
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Lactato

601 Kok
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Figura 18 — Analise do lactato nos animais. C: grupo controle (n=5), CT: grupo controle portador de
tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB: grupo tumor suplementado com
beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina e beta-alanina (n=5). * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001.

8.2 Avaliacéo da expressao génica e proteica no hipotalamo

Em concordancia com os resultados obtidos de peso corporal e ingestao de
alimentos, avaliamos a expressdo génica do hormdnio leptina, responsavel pela
secrecdo dos neuropeptidios relacionados a sensacdo de fome/saciedade, e dos

neuropeptidios relacionado a fome (NPY) e saciedade (POMC) (figura 18).

O hormoénio leptina ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos. No
entanto, observou-se uma reducéo significativa do NPY no grupo TM em relagéo aos
grupos C e CT. O grupo TB também demonstrou uma reducéo da expressao de NPY

em relacédo ao grupo CT.

Ao analisarmos a expressdo de POMC, notamos que o grupo TM apresentou
uma superexpressao em relacdo aos demais grupos. Contudo, o grupo TMB
apresentou um pequeno aumento na expressao de POMC em relacdo aos grupos CT
e TB e uma reducdo em relagdo ao grupo TM.
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Figura 19 — Analise da expressdo génica de leptina e neuropeptidios reguladores do apetite no
hipotalamo. C: grupo controle (n=5), CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor
administrado com metformina (n=5), TB: grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB:
grupo tumor administrado com metformina e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Analisamos a expressdo génica e proteica das citocinas pré e anti-
inflamatorias. Na IL-1B notamos que o grupo CT apresentou um aumento tanto na
expressao génica (em relagcdo ao grupo C) quanto na proteica (em relagdo ao grupo

TB), o que foi revertido com os tratamentos utilizados (figura 19).
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Figura 20 — a) Analise da expressao génica; b) andlise da expressao proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
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grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

A expressdo génica de IL-6 ndo demonstrou diferenca entre 0S grupos.
Contudo, ao analisarmos a expressdo proteica, notamos um aumento significativo

dessa proteina no grupo CT em relagcéo aos grupos TB e TM (figura 20).
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Figura 21 — a) Analise da expressao génica; b) analise da expresséo proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Ao analisarmos a expressao génica da citocina TNF-a, notamos que houve um
aumento no grupo TM em relacéo aos grupos C, CT e TB. Contudo, no que tange a
expressao proteica o grupo CT demonstrou um aumento em relacdo aos demais
grupos. Os grupos tratados demonstraram uma expresséo proteica semelhante ao

grupo C, como demonstra a figura 21.
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Figura 22 — a) Analise da expressao génica; b) andlise da expresséo proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

A expressdo génica da citocina anti-inflamatéria IL-10, o grupo TB apresentou
um aumento significativo em relagdo aos grupos C, CT e TMB. Porém, na analise da
expressao proteica, o grupo TMB demonstrou um aumento em relagéo ao grupo C,
como demonstrado na figura 22.
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Figura 23 — a) Analise da expressao génica; b) analise da expresséo proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

8.3 Avaliacdo da expressao génica e proteica no tumor

Ao analisar a expressao génica e proteica das citocinas pré e anti-inflamatérias
no tumor, notamos que o grupo TM apresentou aumento na expressao génica da
citocina IL-1B8 em relagdo aos demais grupos. Ao vermos a expressao proteica,
notamos que o grupo TB apresentou uma reducdo em relacdo ao grupo CT, o que ndo

ocorreu com os grupos TM e TMB (figura 23).
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Figura 24 - a) Analise da expresséo génica; b) andlise da expressao proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Na analise da IL-6, notamos que o grupo TM apresentou aumento tanto na
expressao génica (em relacdo aos demais grupos) guanto na expressao proteica (em
relacdo aos grupos tratados TB e TMB). Ja os grupos TB e TMB demonstraram uma

reducdo na expressao proteica dessa citocina em relacéo ao grupo CT, como mostra

a figura 24.
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Figura 25 - a) Analise da expresséo génica; b) analise da expresséo proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

A expressao génica da citocina TNF-a demonstrou um aumento significativo no
grupo TM em relacdo aos demais grupos. Curiosamente, quando analisamos a
expressao proteica, notamos que o grupo CT apresentou um aumento significativo em

relacdo aos demais grupos (figura 25).
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Figura 26 - a) Analise da expresséo génica; b) andlise da expressao proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Por fim, ao analisarmos a citocina anti-inflamatoria IL-10 (figura 26), notamos
gue a expressao génica nao apresentou diferenca entre os grupos. Contudo, quando
analisamos a expressado proteica, vimos que o grupo TMB apresentou um aumento

significativo em relacdo aos demais grupos.
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Figura 27 - a) Analise da expresséo génica; b) andlise da expressao proteica. C: grupo controle (n=5),
CT: grupo controle portador de tumor (n=5), TM: grupo tumor administrado com metformina (n=5), TB:
grupo tumor suplementado com beta-alanina (n=5) e TMB: grupo tumor administrado com metformina
e beta-alanina (n=5). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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9 DISCUSSAO

O cancer é uma doenca que pode ocasionar anorexia, diminuicdo da ingestao
de alimentos e acentuada perda de peso. Vimos que o tratamento com [(-alanina foi
eficiente no controle do peso corporal e da ingestdo de alimentos. Ainda, todos os
tratamentos foram efetivos no controle da inflamacgéo no hipotalamo e no tumor (com

excecao da IL-6).

E descrito na literatura que o modelo de carcinossarcoma utilizado (Lewis Lung
Cancer) mimetiza os efeitos da caquexia. Contudo, nossos achados demonstraram
gue esse modelo tumoral ndo conseguiu mimetizar os efeitos da caquexia e também
NAo ocasionou anorexia nesses animais. Ainda, como demonstrado na figura 15, néo
notamos nenhuma reducéo nos tecidos desses animais (159,160). Isto pode ter
acontecido por dois motivos, primeiro deles é que os animais foram sacrificados com
21 dias, e os artigos que demonstram a caquexia nesse modelo veem essa sindrome
se instalando em estagio mais avancado; Além disso, a agressividade do tumor pode

variar dependendo da passagem em que se encontra a célula tumoral implantada.

Notamos ainda que os animais tratados com metformina demonstraram uma
reducao tanto no peso corporal quanto no consumo de racao. Estudos relatam que a

metformina pode ocasionar anorexia e reducao de peso (120,161).

Quando suplementamos os animais com (-alanina, notamos uma reversao da
anorexia ocasionada pela metformina. Uma das causas para a anorexia provocada
pela administracdo da metformina pode ser o aumento da acidose latica causa pelo
uso cronico da metformina e mudancas na producéo e liberacdo dos neuropeptidios

orexigenos e anorexigenos (161-164).

De fato, a metformina pode inibir a consumo de alimentos por meio da
modulacdo de NPY e POMC. Nossos resultados de peso corporal, ingestdo de
alimentos e na expressdo génica dos neuropeptidios vao ao encontro, com 0S
achados na literatura (161,164,165).

Ao avaliarmos a expressdo génica do NPY, vimos uma reducdo na sua
expressdo quando administramos apenas metformina, o que foi revertido quando

suplementamos esses animais com B-alanina. Duan et al., (2013) demonstraram que



62

trés dias apos a administracdo de metformina em camundongos, houve reducéo no
consumo de racdo e no peso corporal desses animais. Ainda, relataram que houve

um aumento na pAMPK no hipotalamo e uma reducéo na expressao de NPY.

Ainda, Lee et al., (2012) relatam gque a anorexia ocasionada pela metformina
pode ter relacdo direta com a dose aplicada. Quanto maior for a dose aplicada, maior
sera a perda de peso e reducdo da ingestdo de alimentos nos animais. Esse grupo
demonstrou ainda que a metformina aumentou a expressdao de POMC, o que

corrobora com os nossos achados da expressao génica de POMC.

Dessa forma, um dos mecanismos para a anorexia causada pela metformina é
a sua acdo direta no hipotdlamo. Tanto € verdade, que a anorexia causada pela

metformina é revertida apds a interrupgéo do uso do medicamento (124,165).

O aumento da lactato causada pela metformina também pode induzir a
anorexia. Nossos resultados demonstram que a metformina aumentou as
concentragdes de lactato no plasma dos animais, o que foi revertido com o uso da [3-
alanina. A reducao do lactato nos animais tratados com (-alanina pode ter levado a

regulacdo da ingestdo de alimentos nesses animais (123,166—168).

E relatado na literatura que o aumento do lactato reduz a ingest&o de alimentos
e aumenta a concentracdo plasmatica de glucagon. Ainda, o aumento do lactato induz
a uma reducao dos neuropeptidios orexigenos (NPY) e aumenta a concentracédo dos

neuropeptidios anorexigenos (POMC) (169).

O aumento do lactato no hipotalamo inibe a fosforilacdo da AMPK e aumenta a
atividade de ACC, induzindo a transformacdo de acetil-CoA em malonil-CoA. O
aumento de malonil-CoA pode estimular o aumento na producédo de POMC e CART e
reduzir NPY e AgRP (170,171).

Além disso, tanto a metformina quanto a B-alanina administradas sozinhas néo
demonstraram uma agdo muito eficaz no controle do crescimento tumoral. Contudo,
quando administrado metformina e -alanina houve uma reducdo no crescimento
tumoral. E relatado na literatura que a metformina possui acéo direta na inibicdo da
proliferacdo celular e induz as células tumorais a morte pela inibicdo da atividade da

MTOR. Essa inibicdo da mTOR se da pela ativagcdo da AMPK pela metformina.
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Contudo, o aumento do lactato causado pela metformina pode diminuir a atividade da
AMPK, aumentando dessa forma, a atividade da mTOR (170-172).

No caso da B-alanina, a literatura relata que o potencial efeito antitumoral é na
formacdo da carnosina. De fato, diversos estudos relatam que a carnosina diminui o
aporte energético para tumor, pela inibicdo da atividade do citocromo c. Além disso,

reduz a producao de citocinas inflamatérias (135,136,149,155,158)

Contudo, um estudo recente demonstrou que a B-alanina possui um efeito
sobre as células cancerigenas, diminuindo a acidose do microambiente tumoral,

aumentando a sensibilidade aos farmacos utilizados para o combate ao cancer (44).

Quando administrados conjuntamente, a B-alanina conseguiu controlar a
producao de lactato. Dessa forma, a metformina pode ter aumentado a atividade da
AMPK, inibindo a atividade da mTOR, controlando dessa forma o crescimento tumoral
(44,172)

Ainda, todos os tratamentos foram eficazes no controle da inflamacgao no tumor
de camundongos tratados com metformina. Estudos relatam que a metformina inibe o

NFkB e a proteina C-reativa (173).

A reducao da inflamacéao tem ligacéo direta com a ativacdo da AMPK, que por
sua vez, inibe a ativagao do NFkB (p65). Isso faz com que haja uma redugao tanto na
expressdo génica quanto proteica das citocinas inflamatérias. Tal acdo anti-
inflamatéria pode ser resultado de um efeito supressivo da metformina nos
macrofagos (174,175).

Em nossos resultados, observamos que os tratamentos foram eficazes no
controle da producéo da citocina IL-1. Esta citocina é postulada como uma iniciadora
e propagadora da inflamacéao, induzindo outras citocinas (TNF-a e IL-6) e aumentando
a infiltracdo de células imunitarias em locais afetados, como o tecido tumoral. Além
disso, no tumor, demonstra um papel importante na angiogénese, metastase,
progressao e evasao tumoral. Quando age no hipotalamo ocasiona anorexia, sabe-se

ainda que o hipotdlamo apresenta diversos receptores para IL-1 (176,177).
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O TNF-a € uma citocina que possui um papel importante na tumorigénese, pois
estd envolvida em diversos aspectos para a progressao tumoral, tais como:

proliferacéo, angiogénese, invasao e metastase (178,179).

Ja quando age no hipotalamo induz um potente efeito anoréxico, modulando a
sinalizacdo da leptina. Além disso, o TNF-a ativa a transducdo de sinais pro-
inflamatérios no hipotalamo (como o NFkB). Em nosso estudo notamos uma redugéo

dessa citocina, tanto no hipotalamo quanto no tumor, nos animais tratados (180).

A IL-6 desempenha papel importante durante o processo inflamatorio e também
esta envolvida no desenvolvimento e na progressao tumoral. Ainda, a literatura relata
gue a IL-6 esté relacionada com o aumento da resisténcia do tumor aos farmacos. Tal
fato pode explicar o aumento que houve na expressao de IL-6 no grupo tratado apenas

com metformina (181,182).

Esta regula diversos genes relacionados na proliferagcdo, sobrevivéncia e
regulagdo do ciclo celular, faciltando e aumentando a resisténcia do tumor aos
farmacos. Ainda, o aumento da acidose latica reduz o pH, ativando as proteases e
aumentando a motilidade celular. A diminuicdo do pH também pode impedir a
captacdo dos farmacos pelo tumor, reduzindo assim sua eficacia (44,181,182).

Por fim, a IL-10 tem como func&o suprimir a resposta inflamatéria das células
inibindo as citocinas pro-inflamatérias (como a IL-6 e TNF-a). Nossos resultados
demonstraram que houve um aumento na expressao dessa citocinas quando tratamos
0s animais com metformina e (-alanina. Contudo, quando tratamos apenas com
metformina, houve uma reducéo significativa dessa citocina no tumor. Tal fato pode
contribuir para o aumento de IL-6 nesse tecido, quando tratamos 0s animais apenas

com metformina (183,184).
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10 CONCLUSAO

Os tratamentos utilizados para o controle do crescimento tumoral e na
influéncia da ingestao de alimentos demonstram um potencial para serem utilizados
como tratamento coadjuvante para o tratamento do cancer. Os resultados obtidos de
forma unitaria, somente administragdo de metformina ou suplementagdo com -
alanina, demonstraram pouca eficacia. Contudo, quando administrados
conjuntamente, metformina e B-alanina, demonstraram resultados promissores sem

efeito colaterais.
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