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RESUMO

O Diabetes Melito (DM) e o cancer estdo entre as doengas mais comuns da
populagdo humana mundial. A administragdo de analogos da insulina de acgao
prolongada tem sido utilizada no tratamento da hiperglicemia presente no DM e os
efeitos hipoglicemiantes sao provenientes da ligacdo com receptores de
insulina/insulin-like growth fator (IGF) e respostas intracelulares relacionadas ao
metabolismo celular. Alguns estudos sugerem que insulina de agao prolongada, como
a Glargina, pode aumentar o risco de cancer. Entretanto, até o presente momento os
estudos que demonstram mecanismos intracelulares do cancer de pancreas em
resposta a este analogo sao inconclusivos. O objetivo deste estudo foi analisar o
efeito da Glargina sobre o crescimento de células de cancer de pancreas humano em
camundongo nude diabético. Além disso, avaliar a proliferagédo celular, expressao de
VEGF e expressao das vias PISBK/AKT, mTOR e ciclina D1. Para tanto, foi utilizada a
linhagem de céancer de pancreas ductal humano BxPC-3, inoculada por via
subcutdnea em camundongos fémeas balb/c nude diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Apds indugdo do DM e inoculagao das células, os animais foram
tratados com Glargina (grupo GLAR) ou insulina neutral protamine Hagedorn (NPH),
ambas na dose de 1U/dia, por 28 dias. Resultados: Ao final do protocolo, verificamos
que nao houve diferenga no ganho de peso entre os 2 grupos (peso no ultimo dia
21,1+1,9g no NPH e 21,8+1,4g no GLAR, p=0,99). Os animais de ambos 0s grupos
apresentaram controle glicémico semelhante, o que também nao alterou a sobrevida
dos animais. Com relacdo ao crescimento tumoral, ndo houve diferenca entre os
grupos (1,23 + 1,70 mm?3/dia/g no grupo NPH vs 0,68+0,86 mm?3/dia/g no grupo GLAR;
p=0,92), e isso se comprova pela analise da proliferagao por PCNA e ciclina D1, ndo
havendo diferenca na expressao de clicina D1 entre os grupos (expressao relativa de
1,03 £ 0,08 no grupo NPH e 1,21 + 0,19 no grupo GLAR; p=0,40). Nao houve
diferenca na expressdao de VEGF-A e nao houve correlagdo significativa com
tamanho tumoral (NPH: R=-0,035, p=0,96; GLAR: R=0,285, p=0,55). Além disso, os
tratamentos induziram igualmente a expressdo dos receptores de insulina tipo A
(expressao relativa de 2,18 £ 2,47 no NPH e 1,26 + 1,20 no GLAR, p=0,79) e tipo B
(expressao relativa de 1,02 + 0,21 no NPH e 1,40 £ 0,51 no GLAR, p=0,08) e de IGF-
| (expressao relativa de 1,02 + 0,23 no NPH e 0,98 £ 0,21 no GLAR, p=0,67), assim
como, induziram semelhantemente as vias relacionadas com o metabolismo e
crescimento celular, avaliadas por Western Blot para as vias AKT e mTOR.
Concluimos que, no modelo estudado, ndo houve diferenga entre as insulinas
Glargina e NPH em relagao ao crescimento tumoral, proliferacao celular, expressao
de receptores insulinicos e de IGF-| e ativagao das vias de sinalizacdo AKT e mTOR.

Palavras-chave: Diabetes, Cancer de Pancreas, Insulina, Analogos da Insulina,
Glargina, Crescimento tumoral



SUMMARY

Diabetes Mellitus (DM) and cancer are among the most common diseases of the
human population worldwide. Administration of long-acting insulin analogues has
been used in the treatment of hyperglycemia present in DM and the hypoglycemic
effects occur from binding to insulin/insulin-like growth factor (IGF) receptors and
intracellular responses related to cellular metabolism. Some studies suggest that long-
acting insulin, such as Glargine, may increase the risk of cancer. However, currently,
studies are inconclusive in demonstrating intracellular mechanisms of pancreatic
cancer in response to this analogue. The aim of this study was to analyze the effect
of Glargine on the human pancreatic cancer cells growth in nude diabetic mice. In
addition, to evaluate cell proliferation, the expression of VEGF and PI3K/AKT, mTOR
and cyclin D1 pathways. Thus, the human pancreatic ductal adenocarcinoma cell line
BxPC-3 was inoculated subcutaneously in streptozotocin-induced balb/c female
diabetic mice. After DM induction and inoculation of the cells, the animals were treated
with GLAR (GLAR group) or neutral insulin protamine Hagedorn (NPH group), both at
1U/day for 28 days. Results: At the end of the protocol, we verified that there was no
difference in weight gain between groups (weight at the last day 21.1 £ 1.9g in NPH
and 21.8 + 1.4g in GLAR, p=0.99). The animals in both groups presented a similar
glycemic control, which did not alter the survival of the animals between groups.
Regarding tumor growth, there was no difference between groups (1.23 = 1.70
mm?3/day/g in NPH vs 0.68 + 0.86 mm?®/day/g in GLAR, p=0.92), and it is confirmed
through the proliferation analysis by PCNA and cyclin D1, with no difference in cyclin
D1 expression between groups (relative expression of 1.03 £ 0.08 in NPH and 1.21
0.19in GLAR, p=0.40). There was no difference in VEGF-A expression and there was
no significant correlation with tumor size (NPH: R=-0.035, p=0.96; GLAR: R=0.285,
p=0.55). In addition, the treatments induced similarly the expression of the type A
insulin receptor (relative expression of 2.18 + 2.47 in NPH and 1.26 + 1.20 in GLAR,
p=0.79) and type B (relative expression of 1.02 £ 0.21 in NPH and 1.40 £ 0.51 in
GLAR, p=0.08) and IGF-I receptor (relative expression of 1.02 + 0.23 in NPH and 0.98
+ 0.21 in GLAR, p=0.67), as well as equally induced the pathways related to
metabolism and cell growth, evaluated by Western Blot for AKT and mTOR pathways.
We conclude that, in this studied model, there was no difference between Glargina
and NPH insulins regarding tumor growth, cell proliferation, expression of insulin and
IGF-I receptors as well as activation of AKT and mTOR signaling pathways.

Keywords: Diabetes, Pancreatic Cancer, Insulin, Insulin analogs, Glargina, Tumor
growth
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1 INTRODUGAO

O diabetes melito (DM) e o cancer estdo entre as doengas mais comuns da
populacdo mundial (SCAPPATICCIO et al.,, 2017). Conforme dados do ultimo
relatério da International Diabetes Federation, o DM afeta aproximadamente 415
milhdes de pessoas no mundo e causa cerca de 5 milhdes de mortes. No Brasil, ha
cerca de 14,3 milhdes de pessoas diabéticas, destacando-se como um dos paises
com maior numero de portadores do disturbio (INTERNATIONAL DIABETES

FEDERATION, 2015).

Ha um risco elevado de incidéncia e mortalidade por cancer em pessoas com
DM (GIOVANNUCCI et al., 2010; SCAPPATICCIO et al., 2017), e esse risco é maior
em pessoas com DM do tipo 2 (HARDING et al., 2015; SATIJA et al., 2015). O DM
tipo 1 é caracterizado por uma destruicdo autoimune as células B pancreaticas
produtoras de insulina. Ja no DM tipo 2, pode haver deficiéncia na secrecéo ou
resisténcia insulinica. Em ambos os tipos, a hiperglicemia se faz presente, levando
as complicacdes tardias como retinopatia, neuropatia, nefropatia e complicacées

cardiovasculares (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016).

Em relagdo ao cancer, estima-se que em 2017, mais de 1,6 bilhdes de novos
casos de cancer serao diagnosticados e 600 mil pessoas morrerdo dessa doenga
nos EUA (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Neste quadro, estima-se que mais de
53 mil pessoas desenvolverdao cancer de pancreas e aproximadamente 43 mil
pessoas morrerdao, sendo a 42 causa de morte por cancer. A neoplasia pancreatica
mais comum € do tipo adenocarcinoma ductal que devido a falta ou auséncia de

sintomas especificos e diagnostico tardio de tumores, frequentemente com
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metastases, colabora com a baixissima taxa de sobrevivéncia de 5% acima de 5 anos

(KLEEFF et al., 2016; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

A literatura sugere que a insulinoterapia, utilizada no tratamento da
hiperglicemia, pode aumentar o risco de cancer (GIOVANNUCCI et al., 2010; JOOST,
2014). Apds aprovacdo do uso da Glargina, um analogo da insulina de agao
prolongada, alguns estudos indicaram o aumento do risco de cancer (COLHOUN,
2009; CURRIE; POOLE; GALE, 2009; HEMKENS et al., 2009; JONASSON et al.,
2009), entretanto, isso foi refutado pela Food and Drug Administration - FDA em
2009, pelo fato desses estudos apresentarem resultados inconclusivos em virtude
das limitagbes metodoldgicas. Desde 2009, diversos estudos sugeriram a relagao da
Glargina em promover cancer ou aumentar seu risco (CHANG et al., 2011;
KARLSTAD et al., 2013; MAYER; CHANTELAU, 2010; QIN et al., 2015; SUISSA et
al., 2011), enquanto que outros estudos demonstraram que a Glargina nao provoca
aumento de risco (BLIN et al.,, 2012; BORDELEAU et al., 2014; DU et al., 2012;
FAGOT et al., 2013; HABEL et al., 2013; LIM et al., 2014; LIND et al., 2012; LIU et
al., 2011; LJUNG et al., 2011; MORDEN et al., 2011; MULLER; WEIDINGER;
FUHRER, 2010; PEETERS et al., 2016; ROSENSTOCK et al., 2009; RUITER et al.,

2012; STURMER et al., 2013; TANG et al., 2012).

Embora diversos estudos ja tenham analisado os efeitos do tratamento com a
insulina Glargina, tais resultados séo inconclusivos. Especificamente em relagdo ao
cancer de pancreas, até o momento nao ha estudos in vivo que demonstrem o efeito

do tratamento com a insulina Glargina.
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1.1 Insulina e IGF (insulin-like growth factor)

A insulina € um horménio proteico produzido pelas células B pancreaticas,
composto por duas cadeias de aminoacidos conectadas por ligagdes dissulfetos. Sua
sintese é iniciada com a tradugdo do RNA da insulina por ribossomos ligados ao
reticulo endoplasmatico para a formagao do pré-pro-horménio, cujo peso molecular
é 11,5 kD, que sera clivado para formar a pré-insulina. Esta ultima é clivada no
Complexo de Golgi para formacao da insulina (WILCOX, 2005). O principal estimulo
para a secrecgao de insulina é a glicose. A glicose entra na célula B por uma proteina
de membrana transportadora de glicose (GLUT), e quando a concentragao de glicose
estd elevada no sangue havera um grande influxo de glicose na célula B,
especialmente através do GLUTZ2, altamente expressa pela célula, levando a

liberacao da insulina (HEIMBERG et al., 1993).

O fator de crescimento insulina-simile (IGF, do inglés insulin-like growth factor)
possui homologia com a insulina de 50%. E produzido e secretado pelo figado em
duas formas IGF-I e IGF-II, mediante estimulo do horménio de crescimento (GH). O
IGF é encontrado em altas concentragées no sangue ligado a 6 tipos de proteinas
carregadoras de IGF (insulin like growth factor binding proteins - IGFBPs), também
produzidas pelo figado. Apds acédo de proteases, ocorre degradagédo das IGFBPs,
permitindo assim a ligacao de IGF ao seu receptor na célula alvo (BRAHMKHATRI;

PRASANNA; ATREYA, 2015).
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1.2 Receptor de Insulina/IGF

Para a insulina e IGF realizarem seus efeitos nas células alvo é necessaria a

ligacdo com seus receptores especificos.

O receptor de insulina (IR, do inglés insulin receptor) € composto por duas
subunidades a extracelulares (sitio de ligagdo) e duas subunidades f
transmembranas, mantidas unidas por ligagbes dissulfetos (BELFIORE et al., 2009;
DE MEYTS, 2008). O IR pode ser produzido em duas formas: IR-A e IR-B. O IR-B &
considerado o tipico alvo para a insulina em tecidos como o muscular e o hepatico.
O IR-A é expresso constitutivamente, porém é predominantemente expresso em
células do sistema nervoso e em células hematopoéticas, podendo ser ativado nao
somente pela insulina, mas também por IGF-Il (BELFIORE et al., 2009). O IR-A
também € altamente expresso em células cancerigenas, além de desempenhar um
importante papel na proliferagdo de células cancerigenas em resposta a insulina e

seus analogos (JANSSEN; VAREWIJCK, 2014).

O receptor de IGF-I (IGF-IR) é semelhante ao IR por possuir 2 cadeias a e 2
cadeias B ligadas por pontes dissulfetos, bem como dominios tirosina cinase na
porcao citoplasmatica da cadeia 3. Ha também o IGF-IIR, porém difere do IGF-IR por
ser um receptor monomerico e por nao possuir atividade de sinalizagao equivalente.
Portanto, assim como na resposta intracelular promovida pela insulina, a resposta
gerada por IGF-IR ocorrera de maneira semelhante (BRAHMKHATRI; PRASANNA;

ATREYA, 2015).

A ligacdo da insulina e IGF ao sitio de ligagdo no receptor promove uma
mudanc¢a conformacional do receptor, que estimula a atividade da tirosina cinase

presente na regido citoplasmatica da porgéao 3 do receptor (BELFIORE et al., 2009;
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DE MEYTS, 2008). Essa tirosino-cinase ativa promovera respostas intracelulares
pela fosforilagao de diversas proteinas, como por exemplo, substratos do receptor de
insulina (IRS-1, 2, 3 e 4 - do inglés, insulin receptor substrates) e Src homology
(SH)/collagen (SHC) (BELFIORE et al., 2009; MARUYAMA, 2014). Por essas
proteinas, sdo iniciadas duas vias de sinalizacdo intracelulares: 1) via da
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), protein kinase B (AKT) e raptor—mammalian
target of rapamycin (mTOR), atuante no controle metabdlico e crescimento celular; e
2) via RAS/RAF/MEK/ERK, mediando efeitos mitogénicos (BELFIORE et al., 2009).
O IGF-IR possui também a capacidade de fosforilar o dominio SH2 da protein tyrosine
phosphatase substrate-1 (SHPS-1), que juntamente com agregacao de SHC, leva a
ativacdo alternativa dessas vias em condicdbes de hiperglicemia (JANSSEN;

VAREWIJCK, 2014).

1.3 Via PI3BK/AKT

Em resposta a fosforilacdo de proteinas, como por exemplo IRS-1, a
subunidade p85 e a catalitica p110 fosforilam a phosphatidylinositol-(4,5)
bisphosphate (PIP2), gerando a phosphatidylinositol-(3, 4, 5)-trisphosphate (PIP3)
(GEWINNER et al., 2009). A PIP3 recruta AKT para a membrana plasmatica onde
sera fosforilada e ativada pela phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK-1) e

mTOR (HUBBARD; MOODY; MURALI, 2014).

A AKT ativa regulara enzimas como a glycogen synthase kinase 38 (GSK3p),
participara de eventos como a translocagéo do transportador de glicose (GLUT-4) a
membrana plasmatica e, ao fosforilar o Bcl-2, inibira processos pré-apoptéticos

(BELFIORE et al., 2009; MANNING; CANTLEY, 2007). A AKT fosforila também
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proteinas forkhead box “Other” (FoxO1, 3 e 4), que fisiologicamente participam na
regulagdo do metabolismo inibindo a proliferagao celular, promovendo apoptose e
aumentando a resisténcia ao estresse oxidativo. Havendo resposta intracelular pela
ativacdo do receptor, ocorrera a supressao transcricional das proteinas FoxO pela
fosforilagdo gerada por AKT e, dessa forma, as proteinas FoxO serdo degradadas

(BARTHEL; SCHMOLL; UNTERMAN, 2005).

A ativagao da PI3K/AKT regula também a via mTOR que induz angiogénese
mediante producdo de hypoxia-inducible fator-1a (HIF1a) e, posteriormente, o
vascular endothelial growth factor (VEGF) (MANNING; CANTLEY, 2007), no qual ja
foi relacionado com cancer de pancreas (COSTACHE et al., 2015; MARSCHALL et
al., 2000; TANG et al., 2006). A via mTOR, mediante PI3K/AKT, regulara, também, a
ribosomal S6 kinases (S6K1 e 2) e a elF4E-binding protein-1 (4E-BP1), que sao
proteinas que participam da sintese proteica, ou seja, ocorrera a regulagao do

crescimento e metabolismo celular (MA; BLENIS, 2009).

1.4 Via RAS/RAF/MEK/ERK

RAS sao proteinas GTPases de membrana, cuja atividade é controlada por
fosforilagdo ou desfosforilagdo. Quando ha autofosforilagdo do IR/IGF-IR, o growth
factor receptorbound protein 2 (Grb2) liga-se a proteinas IRS fosforiladas e,
juntamente com guanine nucleotide exchange factors (GEFs) e SHC, permitira que o
RAS troque de GDP para GTP, induzindo respostas intracelulares, como por
exemplo, ativagao da via PI3K/AKT, recrutamento e ativagao por fosforilacido de RAF.
RAF ativara Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1,2 (MEK1/2) pela

fosforilagdo, que por sua vez ira fosforilar a Extracellular-signal-regulated kinases 1,2
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(ERK1/2). Sendo assim, esta via participara da regulagao da apoptose (BELFIORE
et al., 2009; KNIGHT; IRVING, 2014; MANNING; CANTLEY, 2007; MCCUBREY et

al., 2007).

1.5 Analogos da insulina e cancer de pancreas

A administracao de insulina tem sido utilizada no controle glicémico desde seu
advento no tratamento do DM. No DM1, é necessario o uso de insulina devido sua
auséncia causada pela destruicdo das células beta. Ja no DM2 a concentragao de
insulina se mantém elevada como um mecanismo compensatério em resposta a
resisténcia periférica insulinica, porém com o passar dos anos as células beta
chegam a exaustao, diminuindo a quantidade de insulina secretada e assim tornando
necessaria a administragdo de insulina exogena (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016). A principio, insulina de agao rapida foi utilizada no tratamento
do DM, entretanto ndo se obtinha um controle glicémico adequado. Neste contexto
surgiram insulinas de acédo prolongada, como a Glargina, que apresenta
modificagdes na cadeia A e B da molécula da insulina humana, o que permite sua
precipitagcdo quando injetada subcutaneamente, resultando na absor¢cao e acao
prolongada e consequentemente um melhor controle glicémico (HOME; ASHWELL,

2001).

Entretanto, estudos levantaram questdes sobre o potencial carcinogénico e
mitogénico da insulina Glargina, relacionando este efeito com a alta afinidade pelo
receptor de IGF-I. Foi mostrado na literatura que a insulina Glargina, assim como um
dos subprodutos (M1) provenientes de sua degradagdo apos sua administragao

subcuténea, possui alta capacidade de ativagdo dos IR-A/B e IGF-IR (JANSSEN;
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VAREWIJCK, 2014; PIERRE-EUGENE et al., 2012), cujo receptores desempenham
papel importante no crescimento e proliferagdo de células cancerigenas
(BRAHMKHATRI; PRASANNA; ATREYA, 2015; JANSSEN; VAREWIJCK, 2014,
KATO et al.,, 2015; SUBRAMANI et al., 2014). Sabe-se que estes analogos da
insulina, quando injetados subcutaneamente, ao atingirem a corrente sanguinea,
apresentam uma concentragao basal acima da fisioldgica, e embora a literatura
mostre potente ativagdo mitogénica mediante utilizagdo dos analogos, o efeito
biolégico produzido por estes analogos ainda nao foi totalmente elucidado

(GIOVANNUCCI et al., 2010; JANSSEN; VAREWIJCK, 2014).
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito do analogo da insulina de agdo prolongada Glargina em
comparagdo com NPH em modelo de cancer de pancreas ductal humano

desenvolvido em camundongo nude diabético, avaliando-se:

- Crescimento tumoral;

- Expressao dos receptores insulinicos;

- Ativacao das vias PI3K/AKT e mTOR.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura celular

Foi utilizada a linhagem de cancer de péancreas ductal humano BxPC-3,
adquiridas comercialmente pela American Type Culture Collection (ATCC) e doadas
pelo Dr. Ricardo Rodrigues Giorgi. As células foram mantidas em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (Vitrocell, Campinas, Brasil) contendo 10% de soro
fetal bovino, 1% de Penicilina/Estreptomicina e 1% Hepes, sob condi¢des adequadas

em estufa com temperatura de 37°C e CO2 a 5%.

3.2 Animais

Os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Nove de Julho (CEUA), parecer
numero AN0020.2016.

Foram utilizados 34 camundongos fémeas da linhagem balb/c nude com idade
aproximada entre 8-12 semanas. Os animais foram fornecidos pelo biotério central
da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), unidade Vergueiro, e ficaram mantidos
em condi¢des especiais em ambiente controlado, alocados em mini-isoladores com
agua, racao e maravalha estéreis (autoclavados). Toda manipulagao foi feita em fluxo

laminar.

3.3 Indugao de diabetes por estreptozotocina (EZT)

Os animais foram tornados diabéticos através de uma Unica injegao
intraperitoneal de EZT (Sigma, St. Louis, EUA) na dose de 200 mg/kg dissolvida em
tampao citrato (acido citrico 5 mM e citrato trissddico hidratado 5 mM, pH 6,0; todos

reagentes da Sigma, St. Louis, EUA). Foi administrado um volume de 1 mL da
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solugédo de EZT (200 mg/mL) para cada kg de peso animal, sob jejum por 16h. A
confirmacéao do diabetes foi feita pela verificagdo da glicemia por fotometria (Accu-
Chek Advantage, Roche Laboratories, Alemanha), pela coleta de amostras de
sangue, obtidas por meio de pequeno corte na extremidade caudal do animal, e
depositadas em fita glicEmica. Apenas os animais que apresentaram glicemia nao-
jejum acima de 300 mg/dL em duas analises em dias consecutivos foram
considerados diabéticos e seguiram para a inoculagdo das células de cancer de

pancreas e administragdo dos analogos da insulina.

3.4 Inoculagao de células de cancer de pancreas em camundongos nude

Apos a confirmacgao do DM, ocorreu a inoculagao subcutanea na regiao lombar
com 5X10% células BxPC-3, suspensas em 100uL de PBS. Concomitantemente,
iniciou-se o tratamento com os analogos da insulina que foram injetados por via
subcutanea na dose de 1U/dia, sendo administrada 1/3 da dose no periodo da manha
e 2/3 da dose no periodo da tarde. A partir disto, o volume do tumor, glicemia e peso
dos animais foram verificados duas vezes por semana por um periodo de 28 dias. O
tumor foi medido por paquimetro, onde seu volume foi calculado da seguinte maneira:
comprimento x largura x altura x 0,523 (TOMAYKO; REYNOLDS, 1989).

Os animais inoculados foram divididos nos seguintes grupos:
e Grupo GLAR: animais diabéticos recebendo Glargina;

e Grupo NPH: animais diabéticos recebendo NPH;

Os animais foram analisados diariamente por sinais de dor, estresse e
sofrimento, ou seja, foram avaliados: postura do corpo, hiper ou hipoatividade, perda

de peso excessiva, conforme estudo publicado (ULLMAN-CULLERE; FOLTZ, 1999).
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Apresentando algum destes sinais, o animal foi eutanasiado com overdose
anestésica (trés vezes a dose anestésica habitual: 300 mg/kg de cetamina (Ketamin-
S, Cristalia) e 30 mg/kg de xilazina (Ronpun, Bayer, Alemanha).

Ao término do protocolo, os animais foram submetidos a &bito, como
previamente descrito, aproximadamente as 17h, e o sangue e o tecido tumoral foram
coletados e armazenados em -80°C ou em formalina para futuras analises. O 6bito
dos animais foi confirmado pela retirada do tecido cardiaco e, apés coleta dos tecidos
de interesse, os animais foram acondicionados em sacos plasticos brancos
especificos para descarte de material biolégico, permanecendo em freezer -20°C até

retirada pelo servigo especializado da Universidade Nove de Julho.

3.5 Extracao de RNA

Para a extracao de RNA total foi utilizado o método do Trizol, seguindo-se as
recomendacgdes do fabricante (Invitrogen, CA, USA). A quantidade e pureza de RNA
foi medida usando o espectrofotometro NanoDrop 2000C (Thermo-cientifica,
Wilmington, EUA). A sintese de cDNA foi realizada utilizando 2000ng de RNA total
de acordo com o protocolo de Transcriptase Reversa M-MLV (Promega, Madison,

EUA).

3.6 RT-PCR em tempo real

A RT-gPCR foi realizada utilizando o kit SYBR Green (Invitrogen, Califérnia,
EUA), utilizando o seguinte perfil de ciclo: 10min a 95° C, seguido de 40 ciclos de
15seg a 95° C para desnaturagado, 20seg a 60° C para o anelamento, e 10seg a 72°

C para extensdo. O equipamento utilizado foi o 7500™ Real-Time PCR System
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(Applied Biosystems, Califérnia EUA). A expressao génica foi determinada como em

(BARBOSA et al., 2015).

Os primers utilizados neste estudo estao apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados para RT-PCR em tempo real

Gene Primer forward (5’-3’) Primer Reverse (5°-3’)
BF TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA  TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
CicinaD1  ATGCCAACCTCCTCAACGAC GGCTCTTTTTCACGGGCTCC
IGF-IR TGGTGGAGAACGACCATATCC CGATTAACTGAGAAGAGGAGTTCGA
IR-A TTTTCGTCCCCAGGCCATC GTCACATTCCCAACATCGCC
IR-B CCCCAGAAAAACCTCTTCAGG GTCACATTCCCAACATCGCC

VEGF-A AGGAGGAGGGCAGAATCATCA CTCGATTGGATGGCAGTAGCT

3.7Western Blot

O tecido tumoral foi homogeneizado em RIPA Lysis buffer (Santa Cruz, CA,
USA), acrescido de inibidor de protease (Complete TM-Without EDTA, Roche
Diagnostics, Penzberg, Germany). Em seguida, o homogenato foi centrifugado a
16.000 G a 4°C por 10 min e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C. As
amostras foram quantificadas pelo método de Bradford e 50ug de proteinas totais
foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida-SDS a concentragédo de 7 ou
10%. Apods corrida de eletroforese, a transferéncia das proteinas em membrana de
nitrocelulose 2 ym (Amershan Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA) foi realizada em
aparato semiumido (Bio-Rad, Burlingame, EUA). Para a imunodetecc¢do, as
membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado (Nestlé Brasil LTDA, Sao

Paulo, Brasil) em TBST (10 mM tris-HCI pH=7,5, 150 mM NaCl e 0,1 %Tween 20)
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por 1 hora em temperatura ambiente sob agitacao e, apds esse periodo, incubadas
“overnight” com anticorpo primario, também sob agitacdo. Posteriormente, foram
lavadas trés vezes por 10 min com TBST e incubadas com anticorpo conjugado a
peroxidase anti-camundongo (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EUA) ou anti-
coelho (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EUA), na diluicdo 1:5000, durante 1
hora sob agitacdo. As membranas foram entao lavadas 3x por 10 min com TBST e

destinadas a revelacdo com ECL (Amershan Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA).

Para deteccao das bandas foi utilizado o programa Image Lab versdo 5.2.1 e
o Equipamento Chemi Doc MP, ambos desenvolvidos e fabricados pela Biorad,
seguindo as instrugbes do fabricante. A analise densitométrica da expressao das
bandas foi realizada usando o Image J do NIH versao 1.51j (Wayne Rasband,

National Institutes of Health, USA).

3.8Imuno-histoquimica
3.8.1 Desparafinizagao para imuno-histoquimica

O tecido tumoral foi emblocado em parafina, as laminas foram confeccionadas
e posteriormente passaram por um processo de desparafinizagao. Apés 30 min em
estufa a 60°C, as laminas foram imersas em xilol durante 9 min, por 3x. Em seguida,
as laminas foram mergulhadas em etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha)

por 5 min (2x), em etanol 96% por 3 min (2x) e em agua destilada.

Finalizado o processo de desparafinizacao, as laminas foram hidratadas em

solugdo salina tris-tamponada (TBS, pH 7,4).
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3.8.2 Técnica para recuperagao antigénica

A técnica do micro-ondas foi utilizada para aumentar a recuperagao
antigénica, uma vez que durante o processo de parafinizagdo pode ocorrer o
“‘mascaramento” de antigenos no tecido, dificultando assim sua detecgéo. As laminas
foram imersas em tampao citrato (2,1 g de acido citrico mono hidratado (Merck,
Darmstadt, Alemanha) dissolvidos em agua destilada para 1.000 mL, pH 6,0) e
levadas ao forno micro-ondas (Sanyo, Sdo Paulo, Brasil) com poténcia de 2.400 W
durante 15 min. As laminas foram entdo resfriadas a temperatura ambiente por 20
min e entdo lavadas com agua destilada para a retirada do tamp&ao citrato,

permanecendo posteriormente em TBS.

3.8.3 Técnica de imunohistoquimica

ApoOs a desparafinizacdo e exposicao antigénica, as laminas foram lavadas
com TBS por 5 min. Posteriormente, foram bloqueadas com solugao de avidina D
(Vector, Burlingame, EUA) durante 15 min, sendo posteriormente lavadas com TBS
durante 5 min. Em seguida, as Iaminas foram incubadas com uma solugao de biotina
(Vector, Burlingame, EUA) durante 15 min e posteriormente lavadas com TBS por 5
min. As ldminas foram entdo incubadas em leite Molico 6% em TBS, durante 15 min
e, apos a retirada do excesso do leite, as laminas foram incubadas com o anticorpo
primario especificos durante a noite a 4°C. No dia seguinte, os cortes foram lavados
em TBS por 5 min e incubados com anticorpo biotinilado anti-rato, (Dako, Carpinteria,
EUA) por 15 min. Apds lavagem com TBS, para completar a reagéo, os cortes foram
incubados com o complexo estreptavidina-fosfatase alcalina (1/50 em TBS) (Dako,

Carpinteria, EUA) por 20 min, lavados novamente com TBS e destinados a revelagao.
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As laminas foram lavadas em TBS por 5 min e incubadas com os reagentes do kit
LSAB-System-AP (Dako, Carpinteria, EUA). A revelacdo foi realizada com
Permanent-RED (K064011, Dako, Carpinteria, EUA) diluido 1:50 em Liquid

Permanent Red Substrate Buffer (K064030, Dako, Carpinteria, EUA).

As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer (Merck,
Darmstadt, Alemanha) durante 7 min e lavadas em agua corrente. As laminas foram

entdo montadas com glicergel (Merck, Darmstadt, Alemanha).

3.9 Analise estatistica

Para o estudo experimental, foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk
para todas as variaveis e os dados foram representados em média * desvio padrao.
Para a comparacgao entre os grupos, foi utilizado o teste t-Student ndo pareado para
amostras paramétricas ou Mann Whitney para ndo paramétricas, e Two-way ANOVA
com pos teste Tukey. O grafico de Kaplan-Meier foi utilizado para a analise da
sobrevida que foi comparada via teste Log-Rank. Foram testadas correlagdes das
variaveis pelo coeficiente de Spearman. A significancia estatistica foi considerada a
partir do p<0,05. As analises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism versao 6

para MacOS (Graphpad Software, La Jolla, EUA).
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4 RESULTADOS

Foram utilizados 34 camundongos fémeas da linhagem balb/c nude para a
inducdo do DM por EZT. Destes, 30 animais (15 animais em cada grupo),
discriminados na Tabela 2, apresentaram glicemia acima de 300 mg/dl e, portanto,
seguiram para inoculagao das células BxPC-3 e administracédo das insulinas.

Durante o protocolo experimental, 14 animais do grupo NPH e 12 do grupo
GLAR apresentaram crescimento tumoral. Todos os animais do grupo GLAR
completaram o protocolo, entretanto, no grupo NPH, apenas 9 animais finalizaram-

no.



Tabela 2. Acompanhamento dos animais durante protocolo experimental

Metabolismo Tumor
Protocolo e . .
Grupos Caso c;,: ;Ernj?o Ultlm(t;)peso Normoglicemia* Hipoglicemia** Detectavel V?n!';g'e V?:ﬂ“ﬂ:gi?'a Volu(rmnrt:;'gilaa!;?eso

59.2 28 (100%) 19,2 N&o Nao Sim 28 1.01 0.05
59,3 28 (100%) 17,7 N&o Nao Sim 19 0,67 0,04
59,4 23 (82%) 14,3 N&o N&o Sim 13 0,55 0,04
59,6 20 (71%) 16,6 N&o N&o Sim 18 0,92 0,06
62,1 28 (100%) 22,7 Nao Néo Sim 67 2,39 0,11
62,3 28 (100%) 19,7 MN&o N&o Sim 29 1,05 0,05
62,4 28 (100%) 22,1 Sim N&o Sim 52 1,87 0,08

NPH 62,5 28 (100%) 23,1 Sim N&o Néo - - -
65,0 28 (100%) 21,9 N&o Nao Sim 220 7.86 0,36
65,1 25 (89%) 19,8 N&o N&o Sim 403 16,12 0,81
65,4 28 (100%) 22,1 N&o N&o Sim 483 17,25 0,78
64,0 23 (82%) 24,6 Sim Nao Sim 1739 75,61 3,07
64,1 25 (89%) 25,2 Sim Sim Sim 1461 58,44 2,32
64,3 25 (89%) 25,2 Sim Sim Sim 2531 101,24 4,02
64,4 27 (98%) 23,0 Sim Sim Sim 3361 124,48 5,41
Média 26,1 211 745 29,25 1,23
DP 2,4 3,1 1054 41,00 1,70
60,1 28 (100%) 21,8 Sim Sim Sim 75 2,69 0,12
60,2 28 (100%) 23,2 Sim Sim Sim 26 0,92 0,04
60,4 28 (100%) 23,7 Sim Sim Sim 377 13,45 0,57
60,5 28 (100%) 19,3 Sim Sim Sim 29 1,05 0,05
60,6 28 (100%) 22,0 Sim Sim Sim 81 2,88 0,13
63,0 28 (100%) 20,5 Sim Sim Sim 42 1,51 0,07

63,1 28 (100%) 21,1 Sim Sim Nao - - -

GLAR 63,2 28 (100%) 21,6 Sim Sim Nao - - -
66,0 25 (89%) 20,6 Sim Sim Sim 127 5,08 0,25
66,1 23 (82%) 23,2 Sim Sim Sim g79 42,57 1,84
66,3 25 (89%) 234 Sim Sim Sim 1565 62,60 2,68
66,4 25 (89%) 21,7 Sim Sim Sim 714 28,56 1,32
66,6 20 (71%) 20,3 Sim Sim Sim 408 20,40 1,01
65-10 28 (100%) 22,9 Sim N&o Sim 29 1,04 0,05

65-11 17 (81%) 21,9 Sim N&o Nao

Média 25,8 21,8 3an 15,23 0,68
DP 34 1,3 487 20,02 0,86

* = apresentou ao menos 1 normoglicemia nas ultimas trés afericdes pré-obito.
** = apresentou ao menos 1 hipoglicemia nas ultimas trés aferigdes pré-obito.
DP = desvio padrao.
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4.1 Evolugao ponderal

A Figura 1 demonstra a evolug&o ponderal dos animais no periodo estudado.
Foi possivel observar que o tratamento com as insulinas n&o alterou
significativamente o peso dos animais (peso no ultimo dia 21,1£1,9 g no NPH e

21,8+1,4 g no GLAR, p=0,99).

Evolugao Ponderal

25
-o—- NPH
‘% -- GLAR

0 I I I 1
0 1 2 3 4

Semanas

Figura 1. Evolugéo ponderal dos animais durante o protocolo
experimental.

4.2 Evolugao glicémica

Na Figura 2, é possivel observar a evolugao glicémica dos animais durante o
protocolo experimental. A indugéo do diabetes por EZT (Pré-EZT) foi realizada com
sucesso, onde 0s animais apresentaram glicemia acima de 300mg/dL apds 5 dias da
inducdo. A administracdo de insulina, na dose de 1U para ambas os tipos de insulina,

foi realizada nos horarios matutino (8h) e vespertino (17h), ou seja, a dose foi



32

fracionada, sendo administrada 1/3 da dose na manha e 2/3 da dose & tarde. A
principio, a glicemia era verificada as 17h antes da administracdo da insulina
(representando 3/4 de todo protocolo experimental - Semanas de 0 a 3 - Figura 2),
entretanto, obtinha-se apenas hiperglicemia, ndo mostrando efeito hipoglicemiante
das insulinas. Portanto, na ultima semana (Semanas de 3 a 4 - Figura 2), a glicemia
foi verificada no periodo matutino apés administracdo das insulinas. Nado houve
diferenga das glicemias entre grupos ao longo do protocolo experimental (p>0,05 para
semanas de 0 a 3). Ao término do protocolo, os animais do grupo GLAR apresentaram
a glicemia menor do que os animais do grupo NPH, entretanto, sem diferenca
significativa (glicemia ultima semana 248,2 + 121,27 mg/dL no NPH e 108,6 £ 105,10

mg/dL no GLAR; p=0,34).

Glicemia
Horario
@ 0800
L[]
DEXtrO = cceccccccccccccccccccccccccccscccccccccccccsccccscccsncsscccscne E 12:00
(Accu-Chek) ]
° .
Insulina s.c. * 18:00
700~
== NPH
i == GLAR
Pré-EZT 600_

Glicemia
(mg/dL)

-1 0 1 2 3 4

Semanas

Figura 2. Evolugéo glicémica durante o protocolo experimental. A glicemia foi
verificada antes da injecao de EZT (Pré-EZT) e semanalmente apds a indugao ao
DM. A ilustragéo Dextro (Accu-Chek) representa o horario em que a glicemia foi
avaliada.
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4.3 Sobrevida durante o protocolo experimental

A sobrevida dos animais esta ilustrada na Figura 3. Do grupo NPH, 7 animais
foram a obito (47%), enquanto no grupo GLAR, 6 foram a 6bito (40%). Como podemos

observar, ndo houve diferenga entre os tratamentos (p=0,80).

100 I
80-
©
?‘;3 60 —— NPH
g C . GLAR
(@]
o 40- _
e p=0,80
20-
c | | | ] | ] | J
0 rs 14 21 28

Dias

Figura 3. Sobrevida dos animais durante protocolo experimental. O grafico Kaplan Meier
demonstra que ndo houve diferenga entre os grupos.

4.4 Volume tumoral

Com relagao ao volume tumoral, ndo houve diferenga entre os grupos (1,23 +
1,70 mm?3/dia/g no grupo NPH vs 0,68 + 0,86 mm?3/dia/g no grupo GLAR; p=0,92).

Podemos observar uma elevada variancia (Tabela 2 e Figura 4).
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Caso 62,1 624 625 65,0 654
NPH " ’ 15 @
) b | -2
e 17
Peso animal (g) / Volume tumor (mm 227 21 52 231 0 219 220 221 4

Caso 60,1

Peso animal (g) / Volume tumor (mm 218

59,3 623
| ; g | . E
28 17,7 19 67 197 29
60,2 X 60,5 60,6
232 7 193 29

229

Figura 4. Peso corpéreo e volume tumoral dos animais que alcangaram o término do protocolo.

4.5 Analise da proliferagao celular

A analise da proliferacdo de células BxPC3 foi realizada por meio de

imunohistoquimica para PCNA e por PCR em tempo real para ciclina D1.

Pela analise qualitativa da imunohistoquimica, ndo houve diferenga de atividade
mitotica entre os grupos NPH e GLAR (Figura 5). Esse achado foi confirmado pela
analise quantitativa da expresséao de ciclina D1, demonstrando que n&do houve diferencga
entre os grupos (expresséo relativa de 1,03 £ 0,08 no grupo NPH e 1,21 + 0,19 no

grupo GLAR; p=0,40) (Figura 6).
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Figura 5. Coloragao hematoxilina & eosina do tecido tumoral em magnificagdo de 400X
(A e B, grupo NPH e GLAR, respectivamente). Controle negativo do método de
imunohistoquimica em magnificagdo de 100X, onde o anticorpo primario anti-PCNA foi
omitido (C e D, grupo NPH e GLAR, respectivamente). Imunohistoquimica para PCNA em
células BxPC-3 (E e F, grupo NPH e GLAR, respectivamente) em magnificagao de 100X,
onde observamos os nucleos das células corados em marrom, representando a
positividade para PCNA.
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Figura 6. PCR em tempo real para analise da expressao de ciclina D1 em tumor de BxPC3.
Grupo NPH (n=8) e grupo GLAR (n=7).

4.6 Expressao de receptor de IGF-l e de receptores de insulina

Para a verificacdo do efeito do tratamento com os 2 tipos de insulina sobre o
receptor de IGF-I| e sobre os receptores de insulina, foi verificada a expressao de IGF-
IR e dos receptores de insulina IR-A e IR-B. Conforme analisado em PCR em tempo
real, podemos observar que ndo houve diferenca da expresséo de IGF-IR (expresséo
relativa de 1,02 £ 0,23 no NPH e 0,98 + 0,21 no GLAR; p=0,67), de IR-A (expressao
relativa de 2,18 £ 2,47 no NPH e 1,26 + 1,20 no GLAR; p=0,79) e de IR-B (expressao

relativa de 1,02 + 0,21 no NPH e 1,40 + 0,51 no GLAR; p=0,08) (Figura 7).
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Figura 7. PCR em tempo real para analise da expresséo de IGF-IR (A), de IR-A (B) e IR-
B (C) em tumor de células BxPC3 apds 28 dias de tratamento com as insulinas NPH e

GLAR. n=8 cada grupo.

4.7 Expressao de VEGF-A
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A expressao de VEGF-A também foi analisada. Conforme demonstrado na

Figura 8, nao houve diferenca na expressdo de VEGF-A entre os grupos analisados

(Expressao relativa de 1,02 + 0,18 no NPH e 1,25 + 0,43 no GLAR; p=0,21).
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p=0,21

s

GLAR

Figura 8. PCR em tempo real para analise da expressao de VEGF-A em tumor de células
BxPC3 apés 28 dias de tratamento com as insulinas. Grupo NPH (n=8) e grupo GLAR

(n=7).

4.8 Correlagao entre VEGF-A e tamanho do tumor

Foi realizada correlagao entre a expressdo de VEGF-A e medida dos tumores

obtidos na ultima analise antes da eutanasia. Nao houve correlagao estatisticamente

significante no grupo tratado com NPH (R=-0,035, p=0,96) e Glargina (R=0,285,

p=0,55), como ilustrado na Figura 9.
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Figura 9. Correlacao entre expressdo de VEGF-A e tamanho tumoral. Grupo NPH (A) e
grupo GLAR (B).
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4.9 Analise de vias de sinalizagao ativadas por insulina

Foi realizado Western Blot para analisar o efeito dos tratamentos insulinicos
sobre as vias relacionadas com o metabolismo e crescimento celular. Para isso, foram
utilizados os seguintes anticorpos: anti-AKT, anti-AKT-P, anti-mTOR, anti-mTOR-P e
anti-IRS-1. Como podemos observar na Figura 10, ndo houve diferencga na ativagao

das vias entre os tratamentos avaliados.
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Figura 10. Western blot para vias de sinalizagdo relacionadas a ativagdo insulinica.
Representagao de bandas referentes as vias de sinalizagéo de 4 amostras de cada grupo (NPH
e GLAR) (A). Analise semiquantitativa da via Akt (B), mTor (C) e IRS-1 (D). Grupo NPH (n=8)
e grupo GLAR (n=6).
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5 DISCUSSAO

A literatura sugere que medicamentos utilizados no tratamento da
hiperglicemia presente em portadores do DM, como por exemplo a insulina Glargina,
um analogo da insulina humana, podem aumentar o risco de céncer. O efeito
hipoglicemiante da insulina e seus analogos ocorre mediante ligagcdo com receptores
de insulina e IGF, que séo receptores importantes devido ao potencial mitogénico, os
quais séo utilizados por células cancerigenas para crescimento e proliferacdo. No
presente estudo, avaliamos o efeito da Glargina sobre o desenvolvimento de tumor
de péancreas ductal humano, a fim compara-la com a insulina convencional NPH, e
ficou demonstrado que no modelo estudado, os analogos da insulina

A fim de mimetizar a hiperglicemia, foi utilizado um modelo de DM amplamente
utilizado na literatura, onde utiliza-se EZT para destruicao das células beta produtoras
de insulina (DEEDS et al., 2011; GRAHAM et al., 2011). Graham e colaboradores
mostraram que o tempo para os animais apresentarem glicemia acima de 300 mg/dL
varia entre camundongos balb/c nude oriundos de diferentes laboratérios (GRAHAM
et al., 2011), porém, mostrou que 96% dos animais apresentaram hiperglicemia entre
os dias 4 e 5 apds injecao com EZT, o que corrobora os dados do presente estudo
onde os animais apresentaram hiperglicemia a partir de 5 dias. Apos confirmagéao do
diabetes pela hiperglicemia, ocorreu a inoculagao das células BxPC3 e administragéao
das insulinas, que foram administradas diariamente por 28 dias na dose de 1U/kg,
fracionada nos horarios matutino (8h) e vespertino (17h), administrada 1/3 da dose
pela manha e 2/3 da dose a tarde. A escolha pelo fracionamento ocorreu apds
protocolo piloto, onde a insulina Glargina era administrada na dose de 1U/kg, apenas

uma vez ao dia, no horario das 17h (dados ndo apresentados). Durante o protocolo
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piloto, alguns animais foram encontrados mortos ao amanhecer ou em hipoglicemia,
0 que nos levou a fracionar a dose, permitindo a sobrevivéncia dos animais. Esta dose
utilizada diariamente esta de acordo com a literatura, onde animais balb/c nude
induzidos diabéticos por EZT receberam doses que variavam 0,1 a 1,2 U/kg/dia em
um protocolo de 30 dias (GRAHAM et al., 2011).

Durante o protocolo experimental, entre as semanas 0 e 3, a glicemia foi
verificada as 17h antes da administragdo da insulina, entretanto, obtinha-se apenas
hiperglicemia, ndo mostrando o efeito hipoglicemiante das insulinas. Portanto, na
ultima semana, a glicemia foi verificada no periodo matutino apds administracéo das
insulinas, onde ficou evidenciado o tratamento insulinico através da normoglicemia
obtida, mesmo nao analisando glicemia de jejum ou hemoglobina glicada (HbA1c).
Observamos que a evolugao glicémica foi semelhante em ambos os grupos, embora
os animais do grupo Glargina apresentassem glicemia inferior, ndo significativa, em
comparagao ao grupo NPH. A literatura demonstrou que o tratamento com Glargina
promove efeito igual ou melhor sobre o controle glicémico (BAZZANO et al., 2008;
GARG et al., 2004; LAUBNER et al., 2014; LIU et al., 2016; ROSENSTOCK et al.,
2001, 2005; SALEMYR; BANG; ORTQVIST, 2011) em relacdo a NPH, o que
corrobora os nossos dados. Entretanto, embora exista grande variancia nos nossos
dados de glicemia, é possivel observar semelhanga com os dados de Graham e
colaboradores, onde a variancia entre as glicemias também foi alta (GRAHAM et al.,
2011).

Um estudo foi realizado acompanhando-se pacientes diabéticos tratados com
Glargina por 8 anos e mostrou que nesses pacientes houve melhora no controle
metabdlico (DABROWSKI, 2014), além disso, ja foi demonstrado na Literatura que a

taxa de mortalidade apresentou-se expressivamente menor em pacientes com melhor
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controle glicémico (VAN DEN BERGHE et al., 2001), entretanto, no presente estudo,
nao houve diferenga estatistica em relacdo a taxa de mortalidade. Nossos resultados
também demonstram que 100% dos animais do grupo GLAR apresentaram ao menos
1 normoglicemia nas ultimas trés afericées antes do 6bito, contra 40% dos animais no
grupo NPH, sugerindo um melhor controle glicémico no grupo GLAR, embora n&o
significativo. Um estudo recente, analisou o risco de cancer em pacientes que fazem
uso de insulina exdgena, incluindo a Glargina, e revelou que 63% dos canceres de
pancreas sao diagnosticados no primeiro ano do tratamento insulinico (BUT et al.,
2017). Este estudo também sugeriu que o controle glicémico inadequado, promovido
pelo uso de insulinas de agao rapida comumente utilizadas previamente a insulina
Glargina, pode estar associado a incidéncia de cancer, pois comparando o tratamento
a longo prazo da Glargina com insulina humana, houve diminuigao do risco de cancer
para aqueles tratados com Glargina, como também demonstra loacara e
colaboradores (IOACARA et al., 2014). Sendo assim, a variacdo da glicemia
encontrada no presente estudo poderia ter interferido no crescimento tumoral ja que
a Glargina promove um melhor controle glicémico, o que refletiria nos tumores
menores dos animais do grupo Glargina, embora sem significancia estatistica. Além
disso, o controle metabdlico permitiu que 53% dos animais do grupo NPH e 60% do
grupo GLAR sobrevivessem por 28 dias. O estudo de Graham mostrou sobrevivéncia
de 17%, 13% e 92% para animais adquiridos de laboratérios diferentes submetidos a
indugao por EZT e tratamento com Glargina (GRAHAM et al., 2011).

O acompanhamento da evolugéo ponderal mostrou que comparando 0s grupos
nao houve diferenca de ganho de peso. Sendo assim, evidenciamos dados da

literatura onde o tratamento com a insulina Glargina em humanos promoveu aumento
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de peso de maneira semelhante ao tratamento com NPH (RIDDLE; ROSENSTOCK;
GERICH, 2003; YKI-JARVINEN et al., 2000).

O tipo de cancer de pancreas mais comum é o adenocarcinoma ductal, oriundo
da parte exdcrina do pancreas, desenvolvendo-se nos ductos que transportam
enzimas digestivas ao duodeno (KLEEFF et al., 2016). Embora relacionou-se in vitro
a insulina com proliferagcao de células de adenocarcinoma ductal pancreatico (DING
et al., 2000), até o presente momento, ndo ha na literatura estudo que demonstre o
crescimento de células deste tipo de neoplasia com o tratamento com ambas
insulinas. Outro estudo in vitro utilizando outras linhagens tumorais mostrou que a
insulina Glargina, assim como os metabdlitos gerados apds sua inoculagao, estimulou
as células cancerigenas de maneira semelhante a insulina humana (SCIACCA et al.,
2014). Comparando os resultados deste estudo com os nossos dados, observamos
similaridade em relacao a proliferacéo celular ja que os tratamentos com NPH ou
GLAR nao gerou diferenga no crescimento dos tumores.

A literatura ja mostrou que em tumores de mama e pulméo, a expressao de
IGF-IR esta relacionada com a expressao de ciclina D1 (JONES et al., 2008). A
relacdo entre IR com ciclina D1 também ja foi demonstrada na literatura, pois ao
silenciar o gene do IR em células de cancer de pancreas, houve diminuicdo da
expressao de ciclina D1 (KOLB et al., 2007). Observando as analises da proliferagao
por PCR em tempo real para ciclina D1 e imunohistoquimica para PCNA, concluimos
que o efeito das insulinas sobre a proliferacdo das células BxPC-3 é semelhante.
Ciclina D1 possui importante impacto na regulagdo da proliferagao celular e ja foi
relacionada diversas vezes com a proliferacdo de células de cancer de pancreas
(BACHMANN et al., 2015; DEHARVENGT et al., 2010; KORNMANN; ARBER; KORC,

1998), onde sua expressdo exacerbada indica um pior prognostico (GANSAUGE et
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al., 1997; KORNMANN et al., 1998), assim como para a expressao de PCNA (YUE et
al., 2003). Um estudo in vitro demonstrou que, comparando o efeito das insulinas
sobre a proliferagdo células de canceres de préstata, mama e pulmao, a resposta é
similar (SCIACCA et al., 2014). Em nosso estudo, observamos que as insulinas atuam
semelhantemente, ndo havendo diferengca entre os grupos quanto a proliferagao
celular.

Nao encontramos diferenga na expressao dos receptores de insulina e IGF-I,
Oou seja, ambas insulinas estimularam a expressao génica desses receptores de
maneira semelhante. Em um estudo com células de cancer de mama, foi mostrado
que estimulo com insulina humana ou Glargina promove ativacdo semelhante do IR
e IGF-IR, assim como proliferacao celular mediante tratamento com as insulinas
(OTHMAN et al., 2017). Um outro estudo utilizando insulina regular humana e
Glargina, realizado em células de cancer de pancreas, também mostrou que a
proliferacdo, a apoptose, assim como a expressao dos receptores de insulina e IGF-I
e IRS-2, apresentou-se semelhante mediante estimulo com ambas as insulinas,
indicando que o tratamento com essas insulinas é seguro para pacientes com cancer
de pancreas (ERBEL et al., 2008).

Ao serem ativados, os receptores de insulina e IGF-I fosforilam o IRS-1, que
por sua vez ativa as vias PI3K/AKT (BELFIORE et al., 2009). Um estudo demonstrou
que células de cancer de pancreas apresentam IRS-1 altamente expresso quando
comparado com tecido pancreatico normal (BERGMANN et al., 1996), sugerindo que
IRS-1 favorece o excessivo crescimento de células cancerigenas mediante ativagao
das vias PISK/AKT. Em nosso estudo, a expressao proteica de IRS-1 em tumores de

células BxPC-3 foi semelhante para ambos os tratamentos com as insulinas.
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A insulina atua na inibicdo da apoptose, crescimento e proliferagao celular
através da ativacao dos receptores de insulina e IGF-I, e consequentemente as vias
PI3K/AKT/mTOR e Ras/Raf/MEK/ERK (BELFIORE et al., 2009). Alguns constituintes
dessas vias foram analisados neste estudo com o intuito de verificar a resposta
intracelular apés o tratamento com as insulinas. Observamos que as insulinas NPH e
Glargina, ativaram semelhantemente as vias, conforme demonstrado pelo Western
blot para AKT e mTOR. Uma resposta semelhante foi demonstrada em estudos em
canceres de mama (TENG et al., 2011), bexiga (LIU et al., 2011) e tireoide (MULLER;
WEIDINGER; FUHRER, 2010). Os dados observados para AKT e mTOR corroboram
os dados de Ciclina D1, pois as vias PISBK/AKT/mTOR e Ras/Raf/MEK/ERK ja foram
descritas na literatura por sua relagdo com a inducao de Cliclina D1 (AKTAS; CAI,
COOPER, 1997; AMANATULLAH et al., 2001; CHANG et al., 2003; KERKHOFF;
RAPP, 1997; LIANG; SLINGERLAND, 2003; WEBER et al., 1997; WINSTON et al.,
1996). Em vista disto, concluimos que os tratamentos com as insulinas induzem
similarmente essas vias de sinalizagdo que, consequentemente, influencia o ciclo
celular e proliferagdo, como observados por Ciclina D1 e PCNA.

Pela ativacao PISK/AKT/mTOR, promove a expressao de VEGF, que participa
na angiogénese (MANNING; CANTLEY, 2007). Ja foi demonstrado na literatura a
relagcdo entre VEGF e cancer pancreatico ductal, onde ficou evidenciado a alta
expressao de VEGF neste tecido tumoral (LIANG et al., 2010; SIVAPRASAD et al.,
2013; TANG et al., 2006), além de se correlacionar positivamente com o tamanho do
tumor (HOGENDOREF et al., 2014). Entretanto, no presente estudo, correlacionando
os dados da expressao génica de VEGF-A e tamanho tumoral, ndo houve correlagéo
significativa em ambos os grupos. A relagao entre os tratamentos com as insulinas e

VEGF foi analisada em nosso estudo através da expressdo génica de VEGF-A,
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revelando que nao houve diferenga entre os tratamentos com as insulinas. Este
resultado corrobora o estudo de Oikonomou e colaboradores (OIKONOMOU et al.,
2014) que analisou o efeito do tratamento com as insulinas NPH e Glargina sobre
células progenitoras endoteliais, que sédo células participam na reparacéo endotelial
e angiogénese (TAKAYUKI ASAHARA, TOYOAKI MUROHARA, ALISON SULLIVAN,
1997). Foi demonstrado que o tratamento com as insulinas agiu de maneira
semelhante sobre as células progenitoras endoteliais, ndo havendo diferengas entre
os tratamentos (OIKONOMOWU et al., 2014).

Algumas limitagdes do estudo podem ser consideradas. Primeiramente, o
modelo de DM utilizado neste estudo, o DM do tipo 1, ndo reflete o ambiente
inflamatorio presente no paciente diabético do tipo 2, que por si, poderia influenciar
na dinamica tratamento insulinico e crescimento tumoral. Segundo, ndo houve um
grupo diabético sem tratamento insulinico (grupo SHAM) para avaliarmos o efeito
exclusivamente da hiperglicemia sobre a linhagem celular utilizada neste estudo, em
visto que em estudo piloto realizado previamente os animais ndo sobreviveram
durante 28 dias devido a hiperglicemia (dados n&o apresentados). Terceiro, durante
o protocolo experimental, a glicemia néo foi avaliada nos animais em jejum ou por
dosagem de HbA1c, como recomendam a American Diabetes Association
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016) e Sociedade Brasileira de Diabetes
(DIABETES, 2016) para avaliagéo da glicemia em humanos. Entretanto, o presente
estudo baseou-se em outros estudos em modelo de DM em roedores e nas duas
sociedades acima citadas que também sugerem avaliagdo da glicemia ao acaso,
considerando o individuo diabético aquele que apresentar glicemia acima de

200mg/dL. Finalmente, em relagdo aos animais, foi utilizado apenas fémeas neste
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estudo devido as limitagdes técnicas, entretanto isso n&o invalida o estudo pois o tipo
de céncer estudado acomete individuos do sexo masculino e feminino.

Os resultados apresentados pelo presente estudo corroboram o comunicado
de seguranca apresentado pela FDA e outros estudos em relagédo a segurancga e risco
de cancer ao utilizar a insulina Glargina para tratamento do DM. Os resultados obtidos
pelo acompanhamento dos animais como crescimento tumoral, peso e glicemia,
demonstram equivaléncia entre os tratamentos com as insulinas, e isso se aplica aos
dados obtidos pela analise da expressao dos receptores de insulina e IGF e vias de
sinalizagoes, especialmente aquelas relacionadas com proliferagao celular, ativadas

pela insulina.
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6 CONCLUSAO

No modelo estudado, ndo houve diferenca entre a insulina Glargina e a insulina
NPH tratando-se de crescimento tumoral, proliferacdo celular, expressdo de

receptores insulinicos e ativagao das vias de sinalizagao AKT e mTOR.
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