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RESUMO 

 

 

Introdução: A doxorrubicina (DOX) é um quimioterápico muito utilizado no tratamento de 

diversos tipos de câncer. Devido a um aumento na produção de radicais livres a DOX induz 

miotoxicidade prejudicando a qualidade de vida dos pacientes. Sabendo dos efeitos 

pleotrópicos da suplementação de creatina no músculo esquelético, o presente estudo tem 

como objetivo de 1) estudar a miotoxicidade induzida por ciclos de tratamento com DOX e 

sua capacidade de promover perda de força, massa muscular e função física, parâmetros 

definidores da sarcopenia e fragilidade em camundongos e; 2) estudar os efeitos da 

suplementação de creatina sobre esses parâmetros de miotoxicidade induzida pelo tratamento 

com ciclos de DOX em camundongos. Metodologia: Foram realizados 3 experimentos. 

Experimento 1- objetivo foi desenvolver um modelo de tratamento de DOX em ciclos, 

compatível com o tratamento oncológico, útil para estudo de miotoxicidade: camundongos 

foram expostos a 4 diferentes regimes de tratamento com DOX (16 a 24mg-kg por 10 a 20 

dias).  Experimento 2- analisar o efeito do tratamento com DOX sobre os principais 

parâmetros da sarcopenia e fragilidade- perda de força, atrofia muscular e perda de função- 

em camundongos expostos a 18 mg/kg fracionados em 15 dias. Experimento 3- analisar os 

efeitos da suplementação de creatina na ração (4%) sobre a perda de força, atrofia e função 

muscular promovidos pelo tratamento com DOX em camundongos expostos a 16 mg/kg 

fracionados em 20 dias. Resultados O tratamento com DOX promoveu redução da força 20% 

(P<0,05) a partir do décimo dia e atrofia muscular, distúrbios compatíveis com a sarcopenia e 

induziu um escore de fragilidade moderado (P<0,05). A suplementação de creatina modulou a 

perda de força promovida pela DOX, amenizou a atrofia dos músculos EDL e sóleo, reduziu 

os níveis de IL-6 (interleucina-6), reduziu a depleção linfoide esplênica retardou a redução do 

folículo do baço, mas não alterou o escore de fragilidade. Conclusões: O tratamento com 

DOX promoveu perda de força, função muscular e atrofia, principais definidores da 

sarcopenia e fragilidade. A suplementação de creatina pode ser uma estratégia para auxiliar a 

amenizar a perda de força promovida pela DOX. 

 

Palavras-chave: antraciclinas; atrofia; perda de função; creatina 
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ABSTRACT 

 

 

Introduction: Doxorubicin (DOX) is a chemotherapy drug widely used in the treatment of 

various types of cancer. Due to an increase in free radicals prodution, DOX induces 

myotoxicity, impairing the quality of life of patients. Knowing the pleotropic effects of 

creatine supplementation on skeletal muscle, the present study aims to 1) study the 

myotoxicity induced by DOX treatment cycles and its ability to promote loss of strength, 

muscle mass and physical function, defining parameters of sarcopenia and frailty in mice; 2) 

to study the effects of creatine supplementation on these parameters of myotoxicity induced 

by treatment with DOX cycles in mice. Methods: Experiment 1- objective was to develop a 

cycled DOX treatment model, compatible with cancer treatment, useful for myotoxicity study: 

mice were exposed to 4 different DOX treatment regimens (16 to 24mg-kg for 10 to 20 days). 

Experiment 2- analyze the effect of DOX treatment on the main parameters of sarcopenia and 

frailty- strength loss, muscle atrophy and loss of function- in mice exposed to 18 mg/kg 

fractionated in 15 days. Experiment 3- to analyze the effects of creatine supplementation in 

the diet (4%) on strength loss, atrophy and muscle function promoted by DOX treatment in 

mice exposed to 16 mg/kg fractionated in 20 days. Results: DOX treatment promoted a 20% 

strength reduction (P<0.05) from the tenth day and muscle atrophy, disorders compatible with 

sarcopenia and presented a moderate frailty score (P<0.05). Creatine supplementation 

modulated strength loss promoted by DOX, ameliorated EDL and soleus atrophy, reduced IL-

6 levels, reduced splenic lymphoid depletion, but did not change the frailty score. 

Conclusions: DOX treatment promoted strength loss, muscle function and atrophy, the main 

determinants of sarcopenia and frailty. Creatine supplementation may be a strategy to help 

alleviate of strength loss promoted by DOX. 

 

Key words: anthracyclines; atrophy; function loss; creatine. 
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1. INTRODUÇÃO 1 

A quimioterapia é uma estratégia farmacológica importante para a cura do câncer ou 2 

melhora da sobrevida e qualidade de vida dos pacientes. Segundo a Sociedade Americana de 3 

Câncer, em 2016 mais de 15,5 milhões de crianças e adultos com histórico de câncer estavam 4 

vivos nos EUA devido as diferentes formas de tratamento contra o câncer, como a cirurgia, 5 

quimioterapia, terapia hormonal, terapia imunológica e radioterapia (AMERICAN CANCER 6 

SOCIETY, 2016; MARKMAN; MARKMAN, 2019). De fato, o número de sobreviventes de 7 

todos os tipos de câncer aumentou consideravelmente nos últimos anos, de aproximadamente 8 

3,8 milhões em 1975 para 15,5 milhões em 2016 e com perspectiva de aumentar para 18 9 

milhões até 2022 (DE MOOR et al., 2013). Os sobreviventes de câncer de mama são a maior 10 

parcela desse total com 22% ou aproximadamente 3 milhões de sobreviventes em 2012 11 

(JANET et al., 2013). 12 

 As antraciclinas correspondem a uma das classes mais utilizadas de quimioterápicos e 13 

trata diversos tipos de câncer (MCGOWAN et al., 2017). Cerca de 32% dos pacientes com 14 

câncer de mama e aproximadamente 60% dos pacientes que sobrevivem ao câncer são 15 

tratados com alguma antraciclina (MCGOWAN et al., 2017). É um dos fármacos 16 

antineoplásicos mais potentes no mercado, muito utilizada sozinha ou acompanhada de outros 17 

medicamentos. Há mais de quarenta anos no combate a leucemias e tumores sólidos 18 

(CARVALHO et al., 2009; MADKOUR, 2019).  19 

A doxorrubicina é um antibiótico antitumoral isolado de cepas de Streptomyces spp., 20 

capaz de induzir  a morte celular e/ou interferir nas fases do crescimento celular através de 21 

vários mecanismos moleculares como a inibição da topoisomerase II, bloqueio da síntese de 22 

DNA (ácido desoxirribonucleico) e RNA (ácido ribonucleico) intercalando-se entre os pares 23 

de base ou pela produção de radicais livres (CHEN, C. et al., 2018; LU, 2005).  24 

Os mecanismos pelos quais a doxorrubicina age não são específicos para as células 25 

tumorais. O quimioterápico afeta células com alta proliferação celular como por exemplo, as 26 

células tumorais, células da medula óssea, células intestinais, cabelo, assim como também 27 

afeta o músculo cardíaco e esquelético o que resulta em uma série de efeitos colaterais como 28 

perda de cabelo, perda de apetite, morte das células da medula óssea, miotoxicidade entre 29 

outros (CARVALHO et al., 2009; DENARD; LEE; YE, 2012; KWON, 2020; SONGBO et 30 

al., 2019; TARPEY et al., 2019). A toxicidade muscular promovida pela doxorrubicina 31 
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geralmente prejudica a qualidade de vida dos pacientes, apresentado como aumento da fadiga 1 

e da fraqueza- principais sinais de sarcopenia-  o que muitas vezes pode retardar o tratamento  2 

e até mesmo ser letal para os pacientes (VALIYIL; CHRISTOPHER-STINE, 2010). Estudos 3 

têm mostrado que, de forma geral, pacientes com câncer e sarcopênicos sobrevivem menos do 4 

que pacientes que não desenvolvem sarcopenia (ANJANAPPA et al., 2020; HUANG et al., 5 

2017; TAN et al., 2015). 6 

Dessa forma compreender as alterações sobre os principais moderadores de sarcopenia 7 

(perda de força, função e atrofia muscular) pode auxiliar a desenvolver estratégias de 8 

intervenção para amenizar os efeitos colaterais causados pelo tratamento com doxorrubicina. 9 

Uma das alternativas descritas na literatura para retardar os efeitos da sarcopenia é o uso da 10 

suplementação de creatina principalmente devido seus efeitos energéticos e antioxidantes 11 

(GUESCINI et al., 2017; KREIDER et al., 2017). 12 
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2. JUSTIFICATIVA 1 

A doxorrubicina é uma antraciclina amplamente utilizada no tratamento de diversos 2 

tipos de câncer. Entretanto, ao mesmo tempo que atua sobre as células tumorais a 3 

doxorrubicina atinge células saudáveis do coração, músculo esquelético e outros tecidos, 4 

causando efeitos colaterais que comprometem fisicamente o indivíduo através de alterações 5 

vasomotoras, depressão, fadiga e perda de força que podem se manifestar tanto a curto quanto 6 

a longo prazo prejudicando a qualidade de vida dos pacientes (GANZ et al., 2008). Os 7 

principais mecanismos relacionados a alta toxicidade muscular promovida pela doxorrubicina 8 

estão associados  ao aumento da geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) e indução de 9 

estresse oxidativo provocados pela metabolização da doxorrubicina que provocam a ativação 10 

de vias proteolíticas (KWON, 2020; SMUDER et al., 2011).  11 

Estudos prévios demonstram que o tratamento com alguns quimioterápicos (taxanos, 12 

poliquimioterapia, capecitabine, epirubicina, cisplatina entre outros) promovem sarcopenia 13 

(BOZZETTI, 2020). Uma vez que o paciente apresente sarcopenia, o tratamento se torna 14 

menos efetivo, mais tóxico para o organismo, sendo necessário, muitas vezes, sua interrupção 15 

(BOZZETTI, 2020). Uma das explicações para uma maior toxicidade em pacientes 16 

sarcopênicos é dada pela variação farmacocinética da droga, a qual utiliza a área de superfície 17 

corporal dos pacientes para cálculo da dose, assim, pacientes com baixa massa corporal magra 18 

tem baixo volume de distribuição de droga, e por outro lado estados pró-inflamatórios podem 19 

levar um aumento da exposição sistêmica de drogas citotóxicas  (ANJANAPPA et al., 2020; 20 

PRADO et al., 2011).  21 

Sabendo que o diagnóstico da sarcopenia pode ser um dos definidores da continuidade 22 

ou interrupção do tratamento quimioterápico, além de ser um forte indicativo de sobrevida, 23 

fica clara a importância de avaliar se o tratamento com doxorrubicina induz sarcopenia. 24 

Apesar de haver estudos analisando a toxicicidade da doxorrubicina no músculo esquelético e 25 

cardíaco, pouco se sabe sobre os efeitos desta droga na perda de força e de função física. Por 26 

essa razão, torna-se necessário estudar os efeitos da doxorrubicina sobre os principais 27 

componentes da sarcopenia e fragilidade funcional, com finalidade de buscar estratégias 28 

terapêuticas que amenizem esses distúrbios. 29 

Dados da literatura são expressivos em relação a cardiotoxicidade e miotoxidade 30 

induzidos pela doxorrubicina, no entanto, a maioria dos estudos utiliza administração única 31 

com doses elevadas de doxorrubicina como forma de induzir a toxicidade (BREDAHL et al., 32 
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2016; GILLIAM et al., 2011a; GILLIAM; ST. CLAIR, 2011; HAYWARD et al., 2013; 1 

KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014; LIU, J. et al., 2019; QUINN; HYDOCK, 2017; 2 

SMUDER et al., 2011; YU et al., 2014), o que difere do tratamento quimioterápico realizado 3 

em pacientes oncológicos. O tratamento quimioterápico é geralmente realizado em ciclos, 4 

permitindo que o paciente tenha um tempo de recuperação entre uma dose e outra (D’LUGOS 5 

et al., 2019; DE LIMA et al., 2016; HUANG et al., 2017; HULMI et al., 2018; NISSINEN et 6 

al., 2016). Assim, é importante desenvolver modelo pré-clínico que se aproxime do 7 

tratamento quimioterápico em humanos e que seja compatível com o estudo de miopatias.   8 

A creatina tem sido testada com sucesso em situações que causam miopatias, devido 9 

às suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e anti-atróficas em doenças que 10 

promovem perda de massa muscular, como o câncer, através da amenização da perda de 11 

massa muscular e da força (CAMPOS-FERRAZ et al., 2014,  2016; CELLA et al., 2019; 12 

DEMINICE et al., 2016; GUALANO et al., 2012; HARMON et al., 2021; HESPEL et al., 13 

2001; JOHNSTON et al., 2009; MARZUCA-NASSR et al., 2019; SAKKAS; 14 

SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009). Apesar do efeito energético da suplementação de 15 

creatina no músculo esquelético, um estudo conduzido em ratos demonstrou que esta não é 16 

capaz de fornecer energia para o tecido tumoral num modelo de Walker-256, uma vez que o 17 

tumor fosse capaz de utilizar a creatina como fonte de energia, isto poderia resultar em 18 

tumores mais agressivos (CELLA et al., 2020) .  19 

No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da suplementação de creatina sobre a 20 

toxicidade cardíaca e muscular induzida pela doxorrubicina. Considerando os resultados 21 

anteriores, nossa hipótese é que a suplementação com creatina possa diminuir a toxicidade da 22 

doxorrubicina promovida pelo aumento de ERO e pela ativação de vias de degradação de 23 

proteínas e atrofia muscular e como consequência amenizar perda de massa e função 24 

muscular.  25 
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3. OBJETIVOS 1 

Os objetivos principais do presente estudo são 1) determinar o efeito da doxorrubicina 2 

sobre os principais moderadores da sarcopenia: perda de força, massa muscular e disfunções 3 

físicas; e 2) analisar  efeito da suplementação de creatina sobre a toxicidade e atrofia muscular 4 

cardíaca e esquelética induzida pela doxorrubicina. 5 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 6 

1) Desenvolver modelo pré-clínico de tratamento com doxorrubicina em ciclos, compatível 7 

com o tratamento de pacientes oncológicos, que seja útil para estudo de miopatias em 8 

camundongos. 9 

 2) Determinar o efeito do tratamento em ciclos com doxorrubicina sobre os principais 10 

moderadores da sarcopenia em camundongos: perda de massa e força musculares e 11 

disfunções físicas.  12 

3) Analisar o efeito da suplementação de creatina sobre a toxicidade muscular promovida 13 

pelo tratamento em ciclos com doxorrubicina. 14 

 15 

  16 
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4. REVISÃO DE LITERATURA 1 

4.1 DOXORRUBICINA E TOXICIDADE MUSCULAR  2 

A perda de massa muscular influencia na resposta ao tratamento do câncer. Pacientes 3 

que apresentam perda de massa muscular possuem pior prognóstico e aumento da toxicidade 4 

induzida pelo quimioterápico (HIENSCH et al., 2020). A manutenção da massa muscular 5 

normalmente implica numa melhor resposta ao tratamento e aumento da sobrevida do 6 

paciente (HIENSCH et al., 2020). 7 

Entretanto, já se sabe que um dos efeitos colaterais da doxorrubicina é a miotoxicidade 8 

que está relacionada a um aumento do estresse oxidativo causando atrofia do músculo 9 

esquelético e cardíaco (KWON, 2020; NESAKUMAR et al., 2018; TARPEY et al., 2019). 10 

Um adulto normal perde cerca de 1.3% de massa muscular por ano, enquanto pacientes 11 

submetidos ao tratamento com diferentes tipos de quimioterápico (taxanos, poliquimiterapia, 12 

capecitabina, epirrubicina, cisplatina entre outros)   apresentam perda de 6,2% a cada 100 dias 13 

(BOZZETTI, 2020). Uma vez que essa perda de massa muscular afeta exacerbadamente a 14 

vida do paciente é provável que o tratamento seja interrompido ou postergado (RAUSCH et 15 

al., 2021).  16 

Um dos motivos pelo qual o tratamento com doxorrubicina induz miotoxicidade, é o 17 

acúmulo de doxorrubicina e do seu metabólito doxorrubicinol no tecido muscular que persiste 18 

mesmo após o término do tratamento (GOUSPILLOU et al., 2015; TARPEY et al., 2019). A 19 

ação anticâncer da doxorrubicina ocorre principalmente através da sua estrutura molecular em 20 

quinona, a qual é oxidada e através de uma reação reversível forma um metabólito instável, a 21 

semiquinona (THORN et al., 2011; ZHU et al., 2016). Essas estruturas quinonas apresentam 22 

interesse toxicológico e farmacológico consideráveis devido sua habilidade de formar ERO 23 

(BOLTON; DUNLAP, 2017). A quinona altera a conformação da estrutura molecular da 24 

doxorrubicina auxiliando a ligação da doxorrubicina na molécula de DNA (DI et al., 2020). 25 

Assim, cada vez que a quinona altera a conformação da estrutura molecular da doxorrubicina 26 

há a formação de radicais livres que podem interagir com o oxigênio e formar ERO (DI et al., 27 

2020; THORN et al., 2011). A Figura 1 apresenta um resumo dos mecanismos pelos quais a 28 

doxorrubicina induz miotoxicidade. Uma vez que a doxorrubicina consegue se intercalar no 29 

DNA ela diminui a atividade da enzima topoisomerase II, enzima essa responsável pelo 30 

processo de replicação do DNA e altamente expressa em células cancerígenas, além de causar 31 

danos irreparáveis no DNA (SONGBO et al., 2019). Os mesmos mecanismos que eliminam 32 
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as células tumorais (aumento de ERO) e os mecanismos que inibem o desenvolvimento do 1 

tumor (inibição da topoisomerase II) são também responsáveis por induzir miotoxicidade 2 

(ZHU et al., 2016). 3 

 4 

Figura 1- Mecanismos de miotoxicidade induzidos pelo tratamento com doxorrubicina. 5 

Bax: BLC-2 associated protein X; BLC-2: Cell lymphoma protein 2; DOX: doxorrubicina; 6 

DNA: ácido desoxirribonucleico; ERO: espécies reativas de oxigênio; FOXO03 forkhead box 7 

O3; LC3-II: microtubule-associated proteins 1A/B light chain 3B-II; PGC-1α/β: proliferador 8 

de peroxissoma 1α/β. Fonte: adaptado e traduzido de Kwon, (2020). 9 

Outra forma que o tratamento com doxorrubicina promove miotoxicidade é a inibição 10 

de proteínas de biogênese mitrocondrial (como por exemplo, PGC1-α: proliferador de 11 

peroxissoma 1-α), resultando em disfunções mitocondriais, como por exemplo: 1) liberação 12 

exacerbada de cálcio na célula, o que altera a permeabilidade de membrana causando a 13 

liberação do citocromo c (proteína importante para ativação das caspases e ativação da 14 

apoptose celular); 2) lesões nos complexos da cadeia transportadora de elétrons as quais 15 

prejudicam a capacidade antioxidante da célula promovendo formação excessiva de radicais 16 

libres e ERO. Essas alterações comprometem todo o metabolismo energético celular 17 

(GUVEN; SEVGILER, 2018; KWON, 2020).  18 

A afinidade da doxorrubicina pela membrana interna da mitocôndria em conjunto com 19 

essas disfunções mitocondriais causadas pelo tratamento com doxorrubicina promovem um 20 

aumento ainda maior da produção de ERO, pois facilita que a doxorrubicina seja reduzida 21 
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pelo NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo desidrogense) resultando na formação de 1 

superóxido e levando a célula a um estado de estresse oxidativo com consequente ativação de 2 

proteínas chaves dos mecanismos de proteólise, como por exemplo proteínas do sistema de 3 

autofagia (LC3: microtubule-associated proteins 1A/B light chain 3B;  e Beclin) e do sistema 4 

ubiquitina-proteassoma (Murf: muscle ring finger-1; atrogin-1: Fbxo32- muscle atrophy F-5 

box e FOXO: forkhead box O) até que ocorra a morte celular (DOERR et al., 2020; KWON, 6 

2020; SMUDER et al., 2013; TARPEY et al., 2019). 7 

O processo de autofagia é um processo autodestrutivo, o qual se inicia com a formação 8 

dos fagóforos envolvendo a organela/proteína danificada com o auxílio da proteína Beclin-1 e 9 

LC3 (DOS SANTOS et al., 2016). A proteína Beclin-1 está relacionada com o inicío do 10 

processo de autofagia, iniciando a formação  da membrana de isolamento do autofagossomo, 11 

enquanto a LC3 auxilia o alongamento e fechamento do autofagossomo (SMUDER et al., 12 

2013). O autofagossomo fornece uma segunda membrana para envolver completamente a 13 

organela que será degradada (SMUDER et al., 2013). O próximo passo da autofagia é a fusão 14 

do autofagossomo com o lisossomo para degradar a organela envolvida com a liberação de 15 

proteases lisossomais (DOS SANTOS et al., 2016). O tratamento com dose única de 16 

doxorrubicina em animais saudáveis (20mg/kg do peso corporal i.p) 24h antes da morte dos 17 

animais promoveu aumento da sinalização da autofagia nos cardiomiócitos caracterizado pelo 18 

aumento de proteínas chaves como por exemplo, Beclin-1 e LC3 (SMUDER et al., 2013). 19 

Em outro estudo, a mesma concentração de doxorrubicina (20mg/kg do peso corporal 20 

i.p.) em animais saudáveis ativou a via de sinalização da FoxO, que interage com genes 21 

relacionados com atrofia muscular e promoveu redução  de aproximadamente 20% na área de 22 

secção transversa do músculo plantar e de ~36% no diafragma, além de reduzir em ~35% a 23 

força diafragmática (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014; MIN et al., 2015).  Ao 24 

submeter os animais ao tratamento com ciclos de doxorrubicina (2,5 mg/kg de peso corporal, 25 

i.p.; duas vezes por semana por 42 dias) foi encontrado atrofia muscular no músculo 26 

gastrocnêmio de ~50% (DE LIMA et al., 2016).  Essa atrofia está relacionada com a 27 

desforilação da FoxO e sua consequente translocação para o núcleo ativando a transcrição de 28 

E3 ligases, como a Murf-1 e Atrogin-1 (DE LIMA et al., 2016). Essas E3 ligases são 29 

responsáveis por marcar as proteínas defeituosas para entrarem no sistema ubiquitina-30 

proteassoma e serem degradadas em peptídeos (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014). 31 

Assim, quanto mais proteínas forem marcadas com as E3 ligases, maior será a ativação do 32 
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ubiquitina-proteassoma o que culmina num aumento da degradação de proteínas (KAVAZIS; 1 

SMUDER; POWERS, 2014; WILLIS et al., 2019).  2 

No músculo cardíaco os resultados encontrados são parecidos. O aumento exacerbado 3 

de ERO é o principal responsável pela cardiotoxicidade induzida pelo tratamento com 4 

doxorrubicina (SONGBO et al., 2019). Os cardiomiócitos são as células que mais consomem 5 

oxigênio no nosso organismo (cerca de  0,1ml de oxigênio por minuto em repouso) e por isso 6 

são as células com maior volume de mitocôndrias do nosso organismo, assim, essa grande 7 

quantidade de mitocôndrias nos cardiomiócitos é uma das explicações pelas quais o coração é 8 

um alvo dos efeitos colaterais do tratamento com doxorrubicina e tende a sofrer lesões 9 

(GOFFART; VON KLEIST-RETZOW; WIESNER, 2004; SONGBO et al., 2019).   10 

Cerca de 50% dos pacientes submetidos ao tratamento com doxorrubicina irão 11 

apresentar alguma cardiotoxicidade ao longo da vida (CARVER; SZALDA; KY, 2013). De 12 

acordo com resultados obtidos com exames de ressonância magnética em pacientes, a 13 

cardiotoxicidade aguda já aparece após um mês de início da terapia com antraciclinas, 14 

caracterizada pela diminuição da massa do músculo cardíaco (WILLIS et al., 2019).  15 

Em animais, o tratamento com doxorrubicina também induz a uma rápida diminuição 16 

no peso do músculo cardíaco, sendo esse efeito agudo por conta da atrofia dos cardiomiócitos 17 

(WILLIS et al., 2019). Para verificar os mecanismos envolvidos na atrofia induzida pelo 18 

tratamento de doxorrubicina Willis et al (2019) utilizaram uma dosagem de 20mg/kg de 19 

doxorrubicina durante 7 dias e encontraram aumento na expressão de Murf-1 no coração de 20 

camundongos. Após isso,  submeteram camundongos congênicos Murf-1-/-  ao mesmo 21 

tratamento com doxorrubicina e observaram que esses animais estavam protegidos da atrofia 22 

cardíaca induzida pela doxorrubicina (WILLIS et al., 2019). Esses resultados demonstraram 23 

um importante papel da Murf-1 na atrofia cardíaca aguda promovida pela doxorrubicina 24 

(WILLIS et al., 2019). 25 

Os pacientes tratados com doxorrubicina frequentemente apresentam perda de massa 26 

muscular e reclamam de fraqueza e fadiga, o que prejudica a qualidade de vida dos pacientes 27 

(GILLIAM; ST. CLAIR, 2011; HIENSCH et al., 2020; RYAN et al., 2019).  A perda de força 28 

e perda de função muscular podem ser o produto dessa degradação muscular exacerbada 29 
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(HAYWARD et al., 2013; TARPEY et al., 2019). Tais efeitos adversos relacionam-se com 1 

diferentes condições patológicas, dentre elas, a sarcopenia. 2 

4.2 DOXORRUBICINA, SARCOPENIA E FRAGILIDADE 3 

As alterações no músculo esquelético prejudicam a qualidade de vida dos sujeitos, por 4 

essa razão a sarcopenia tem ganhado destaque na pesquisa nos últimos anos. A definição dada 5 

para sarcopenia segundo o Consenso Europeu de sarcopenia (2019) caracteriza a alteração 6 

como uma desordem muscular progressiva e generalizada que compromete a função física do 7 

indivíduo aumentando o risco de quedas, fraturas e a mortalidade.  8 

A sarcopenia foi por muito tempo associada à idade, muitos pensavam que a 9 

sarcopenia só estava presente em pessoas idosas. Bauer et al (2019) caracterizam dois tipos de 10 

sarcopenia, e definiram a sarcopenia primária como aquela relacionada à idade e a sarcopenia 11 

secundária relacionada a doenças. Essa última apresenta-se mais comumente associada ao 12 

câncer (BAUER et al., 2019). Já foi descrito que pacientes com câncer de cólon podem 13 

perder, em um período de 12 meses, massa muscular equivalente ao que um adulto sem 14 

câncer perderia em 30 anos (correspondente a uma perda acumulativa de ~15.6% de massa 15 

muscular) (BAUER et al., 2019). 16 

Atualmente, a primeira análise realizada para diagnosticar a sarcopenia em pacientes 17 

são os testes de força, como por exemplo o hand grip ou o teste de sentar e levantar da cadeira 18 

(CRUZ-JENTOFT et al., 2019). A confirmação do diagnóstico de sarcopenia se dá através da 19 

avaliação da ‘qualidade e quantidade muscular’, termo utilizado pelos autores do trabalho 20 

para avaliar os aspectos macroscópicos e microscópicos da arquitetura do músculo (CRUZ-21 

JENTOFT et al., 2019). Essa análise da estrutura muscular basea-se nos resultados de  índice 22 

de massa corporal, área de secção transversa calculada na biópsia muscular, ressonância 23 

magnética, tomografia, absorcioometria de raio-x de dupla energia (DXA), bioimpedância, 24 

entre outras estratégias (CRUZ-JENTOFT et al., 2019). Por fim, para avaliar a severidade da 25 

sarcopenia são feitos os testes de função, como por exemplo, a velocidade de marcha, e uma 26 

bateria de testes de desempenho (SPPB- Short physical performance battery), teste timed Up 27 

and Go, teste de caminhada de 400m, entre outros (CRUZ-JENTOFT et al., 2019). 28 

O estudo de revisão realizado por Bozzetti (2020) mostrou que o  tratamento com 29 

alguns quimioterápicos, como por exemplo taxanos, poliquimiterapia (dapsona, clofazimina e 30 
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rifampicina), capecitabina, epirrubicina, cisplatina entre outros, parece ser capaz de induzir a 1 

sarcopenia, aumentando a toxicidade do medicamento e reduzindo a qualidade de vida dos 2 

pacientes. Todos esses quimioterápicos apresentam mecanismos parecidos com o da 3 

doxorrubicina. Um dos mecanismos de atuação descritos da doxorrubicina é a interrupção do 4 

ciclo celular impedindo a replicação e síntese do DNA (KIM; LEE; KIM, 2009; KWON, 5 

2020). Os outros quimioterápicos citados também atuam inibindo a síntese e replicação de 6 

DNA e/ou RNA (MALTZMAN; MILLAR, 2010). Bozzetti (2020) relatou em sua revisão de 7 

literatura que após o início do tratamento com alguns desses quimioterápicos o número de 8 

pacientes que apresentaram sarcopenia aumentou. Moroshita (2016) analisou o quadro de 9 

sarcopenia em pacientes antes e após quimioterapia e observou aumento de 19% na incidência 10 

de sarcopenia após o início do tratamento. 11 

Outro parâmetro utilizado para predizer a mortalidade e a morbidade que está 12 

fortemente associado com a sarcopenia é a fragilidade dos pacientes (GENSOUS et al., 2019; 13 

HAO et al., 2019; PAMOUKDJIAN et al., 2020; SPEECHLEY; TINETTI, 1991). A 14 

fragilidade é um conceito que auxilia a identificar pessoas que precisam de cuidados especiais 15 

(COLLARD et al., 2012). A principal característica de pessoas consideradas frágeis é a 16 

incapacidade física a qual resulta numa falta de independência, apresentando alto risco de 17 

quedas o que aumenta os gastos com cuidados com a saúde e a hospitalização (RIBEIRO; 18 

HOWLETT; FERNANDES, 2020). Os principais sinais que pessoas frágeis apresentam são 19 

fraqueza, caminhada lenta, perda de peso corporal e baixa atividade física (RIBEIRO; 20 

HOWLETT; FERNANDES, 2020). 21 

Inicialmente a fragilidade foi associada com a idade, partindo da ideia de que ao longo 22 

da vida devido ao processo de envelhecimento as pessoas se tornam frágeis e dependentes de 23 

cuidados (SPEECHLEY; TINETTI, 1991). Atualmente, a fragilidade tem sido usada para 24 

avaliar a vulnerabilidade de doenças, principalmente, de pacientes com câncer, HIV (vírus da 25 

imunodeficiência humana), doenças cardiovasculares e demências (RIBEIRO; HOWLETT; 26 

FERNANDES, 2020).  27 

Conhecendo que a sarcopenia e a fragilidade podem atrasar o tratamento dos pacientes 28 

com câncer, diminuir a chance de cura e estão associados ao aumento da mortalidade fica 29 

claro a importância de buscar estratégias para auxiliar e retardar o aparecimento dos sintomas 30 
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relacionados a essas variáveis, como por exemplo a perda de força, de peso corporal e de 1 

função física (BOZZETTI, 2020; RIBEIRO; HOWLETT; FERNANDES, 2020). 2 

Uma das medidas recomendadas para auxiliar no conhecimento e prevenção da 3 

sarcopenia e da fragilidade são as abordagens nutricionais que contribuem para a manutenção 4 

da massa muscular e a combinação de estratégias que promovam aumento do anabolismo, 5 

como por exemplo o exercício físico e sua associação com a nutrição (BAUER et al., 2019). 6 

Outra tarefa que precisa ser desenvolvida é estudar as vias patofisiológicas que levam à 7 

sarcopenia e a fragilidade, como por exemplo as vias de sinalização que ativam ou inibem 8 

síntese e degradação de proteínas (BAUER et al., 2019; RIBEIRO; HOWLETT; 9 

FERNANDES, 2020).  10 

4.3 SUPLEMENTAÇÃO DE CREATINA 11 

A suplementação de creatina tem recebido considerável atenção da área médica. A 12 

creatina é sintetizada endogenamente pelo nosso organismo, entretanto 50% da creatina usada 13 

diariamente é proveniente da alimentação sendo encontrada nas carnes vermelhas, peixes e 14 

aves e o restante é resultado da síntese endógena do organismo e grande parte é encontrada no 15 

músculo e cérebro (DIET et al., 2011; SMITH; AGHARKAR; GONZALES, 2014). A 16 

principal função da creatina é se ligar ao fosfato através da enzima creatina quinase, formando 17 

assim a fosfocreatina (PCr) (CANDOW et al., 2019). Esse processo é importante para o 18 

organismo pois facilita a transformação do ADP (difosfato de adenosina) em ATP (adenosina-19 

trifosfato), basta que haja a doação do fosfato da PCr para o ADP que será possível ter energia 20 

disponível pronta para utilização nas células, o ATP (CANDOW et al., 2019).  21 

O principal objetivo da suplementação de creatina é aumentar a reserva de PCr no 22 

músculo esquelético, entretanto sua ação parece ir além da sua função energética 23 

(GUALANO et al., 2012). Seu reconhecimento na área médica se deve aos efeitos 24 

antioxidantes descritos pela primeira vez por  Lawler et al.  (2002). Ainda, seu efeito no 25 

fornecimento de energia contribui na manutenção do peso corporal e da massa muscular e 26 

seus efeitos anti-inflamatórios são conhecidos em algumas doenças que promovem aumento 27 

do catabolismo proteico, como tumores, esclerose lateral amiotrófica, imobilizações e 28 

distrofia de Duchenne (BASSIT; CURI; COSTA ROSA, 2008; CAMPOS-FERRAZ et al., 29 

2016; CANDOW et al., 2019; CELLA et al., 2019; DEMINICE et al., 2009; DEMINICE; 30 
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JORDAO, 2012; KLEY; VORGERD; TARNOPOLSKY, 2007; LAWLER et al., 2002; 1 

TARNOPOLSKY et al., 2004). 2 

Alguns estudos mostraram também evidências de que a suplementação de creatina, 3 

com ou sem exercício, é capaz de amenizar alguns efeitos promovidos pela sarcopenia 4 

primária (induzida pela idade), promovendo aumento da força e da massa muscular, 5 

reduzindo o risco de quedas, melhorando a performance física e talvez atuando na densidade 6 

mineral óssea (CANDOW et al., 2019). O efeito apenas da suplementação de creatina na 7 

sarcopenia é controverso, alguns estudos apresentam melhora enquanto outros não apresentam 8 

alterações (CANDOW et al., 2019). Quando analisada a suplementação de creatina com o 9 

exercício resistido os resultados são mais consistentes e as melhoras estão mais presentes 10 

(CANDOW et al., 2019). 11 

Os possíveis mecanismos que explicam essa contribuição da suplementação de 12 

creatina na manutenção da massa muscular, envolvem a superexpressão da proteína da via de 13 

síntese da mTOR (mammalian target of the rapamycin), e aumento da expressão do IGF-1 14 

(insulin-like growh fator-1) que também está relacionado com a via da mTOR (CANDOW et 15 

al., 2019). Recentemente, foi demonstrado importante papel da suplementação de creatina em 16 

reduzir a proteólise via ubiquitina-proteassoma mediante redução da geração de radicais livres 17 

e de mediadores anti-inflamatórios em animais inoculados com tumor de Walker-256, 18 

diminuindo a ativação das principais E3 ligases do sistema ubiquitinha-proteassoma, como a 19 

Murf-1 e a Atrogin-1 (CELLA et al., 2019).   20 

Uma das hipóteses do possível efeito protetor da suplementação de creatina nos efeitos 21 

colaterais do tratamento com doxorrubicina está presente na Figura 2. Acredita-se que a 22 

suplementação de creatina possa diminuir o estresse oxidativo e o aumento de ERO induzido 23 

pela doxorrubicina devido seu papel protetor como antioxidante (ARAZI; EGHBALI; 24 

SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009; GUIDI et al., 2008; SESTILI et al., 2006). O 25 

efeito antioxidante indireto da suplementação de creatina se deve a redução da síntese de 26 

creatina pelos aminoácidos arginina, glicina e metionina, uma vez que esses aminoácidos não 27 

precisam sintetizar a mesma quantidade de creatina, eles ficam disponíveis para outras 28 

funções do organismo, como por exemplo, síntese de proteínas, de óxido nítrico e glutationa 29 

(ARAZI; EGHBALI; SUZUKI, 2021; LAWLER et al., 2002; WU; MORRIS, 1998). Além 30 

disso, a suplementação de creatina aumenta as reservas de PCr por promover melhora na 31 
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eficiência de regenerar ATP, aumenta a resistência da célula ao estresse oxidativo (através da 1 

melhora do sistema redox da glutationa e da tioredoxina) e ainda apresenta um efeito 2 

antioxidante direto reduzindo o peróxido de hidrogênio (Figura 2) (ARAZI; EGHBALI; 3 

SUZUKI, 2021; LAWLER et al., 2002).  4 

Além de prejudicar a função mitocondrial e comprometer a função energética da 5 

célula, a doxorrubicina ainda tem efeito direto sobre a enzima creatina quinase, como 6 

apresentado na Figura 2 (ARAZI; EGHBALI; SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009). 7 

Devido a sua estrutura quinona, a doxorrubicina facilmente oxida a creatina quinase com seu 8 

grupamento tiol (SH) danificando a enzima creatina quinase dificultando a formação de 9 

energia  (ARAZI; EGHBALI; SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009). Acredita-se que 10 

melhorando a regeneração de ATP e exercendo ação antioxidante, a suplementação de 11 

creatina seja capaz de inibir a ação redox da doxorrubicina sobre a enzima creatina quinase 12 

(Figura 2) (ARAZI; EGHBALI; SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009).  13 
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 1 

Figura 2- Efeito da suplementação de creatina no estresse oxidativo. ATP: adenosina-2 

trifosfato; CK: creatina quinase; EO: estresse oxidativo; ERO: espécies reativas de oxigênio; 3 

PCr: fosfocreatina; H2O2: peróxido de hidrogênio. Fonte. Adaptado e traduzido de Arazi, 4 

Eghbali, Suzuki, (2021). 5 

 6 

Assim, considerando os efeitos colaterais da doxorrubicina e os efeitos anti-7 

inflamatórios, antioxidantes, anti-atróficos da creatina, alguns autores começaram a investigar 8 

a capacidade da suplementação de creatina amenizar os efeitos colaterais induzidos pela 9 

doxorrubicina (ALJOBAILY et al., 2021; BREDAH.; HYDOCK, 2017; BREDAHL, et al., 10 

2020; SANTACRUZ et al., 2015; TOROK; BUSEKRUS; HYDOCK, 2020). Utilizando 11 

cultura de células,  Bredahl et al., (2020) analisaram mioblastos de músculo esquelético 12 

(RSKMC) e miócitos cardíacos (H9C2) de ratos e expostos à 25 µM doxorrubicina com 10 13 

µM de creatina. Nessa concentração de creatina, foi encontrado um efeito citoprotetor tanto 14 

nas células do músculo esquelético quanto nas do músculo cardíaco (BREDAHL, ERIC 15 

CHRISTOPHER et al., 2020). Nos estudos com animas, a suplementação com creatina trouxe 16 



32 

 

melhoras para o fígado, coração e músculos (ALJOBAILY et al., 2021; BREDAHL; 1 

BUSEKRUS; HYDOCK, 2020; SANTACRUZ et al., 2015; TOROK; BUSEKRUS; 2 

HYDOCK, 2019). Entre essas melhoras encontrou-se redução do estresse oxidativo hepático, 3 

da fibrose e da inflamação, com administração intraperitoneal (i.p.) de 15 mg/kg de 4 

doxorrubicina e 2% de creatina na ração por 4 semanas(ALJOBAILY et al., 2021). As 5 

melhoras encontradas  no músculo esquelético e cardíaco foram mais exploradas em modelo 6 

ex vivo (BREDAHL.; HYDOCK, 2017). Neste modelo, o músculo sóleo e o EDL (extenso 7 

longo dos dedos) foram incubados com 25µM de creatina e 24µM de doxorrubicina, sendo 8 

que  a creatina protegeu o músculo dos animais do grupo doxorrubicina e creatina, 9 

apresentado uma força de produção e a taxa máxima de força de produção iguais aos 10 

apresentados no músculo do grupo controle, parâmetro para análise de fadiga (BREDAH; 11 

HYDOCK, 2017). No grupo incubado apenas com doxorrubicina constatou-se aumento mais 12 

baixo na força de produção no músculo EDL (BREDAHL.; HYDOCK, 2017). 13 

Os efeitos da suplementação de creatina in vivo e os possíveis mecanismos protetores 14 

sobre a toxicidade muscular induzida pela doxorrubicina no músculo esquelético e cardíaco 15 

ainda são pouco explorados. O mecanismo encontrado da ação da creatina sobre os danos 16 

causados pela doxorrubicina é principalmente, devido à redução do estresse oxidativo e da 17 

inflamação (ALJOBAILY et al., 2021). As vias de sinalização que induzem atrofiam 18 

muscular ainda não foram analisadas. Sabe-se que a doxorrubicina ativa uma série de vias, 19 

como a autofagia, ubiquitina-proteassoma, calpaínas e caspases-3 e que a suplementação de 20 

creatina pode exercer ação sobre alguns desses sistemas (CELLA et al., 2019; KAVAZIS; 21 

SMUDER; POWERS, 2014; WILLIS et al., 2019).   22 
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5. METODOLOGIA  1 

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  2 

Foram utilizados neste estudo, 100 camundongos da linhagem C57/BL/6, pesando 3 

~22g provenientes da Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos durante todo o 4 

experimento no Biotério do Centro de Educação Física (CEFE), da Universidade Estadual de 5 

Londrina. Os animais foram acomodados em gaiolas contendo 5 ou no máximo 6 animais, 6 

com ração Nuvilab CR-1, Nuvital e água ad libitum. Todos os procedimentos foram 7 

realizados após aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 8 

Universidade Estadual de Londrina, registado sob o processo CEUA nº 11131.2019.07 e 9 

seguiram as recomendações do Conselho Nacional de Experimentação Animal. Os animais 10 

foram adaptados por duas semanas ao biotério do CEFE antes de iniciar os experimentos. Os 11 

ciclos de quimioterapia de todos os experimentos foram realizados através de injeções 12 

intraperitoneais com cloridrato de doxorrubicina (Bergamo, Brasil). Neste trabalho foram 13 

realizados três experimentos, que serão detalhados a seguir. 14 

5.2 EXPERIMENTO 1 15 

O objetivo deste experimento foi desenvolver modelo pré-clínico de tratamento de 16 

doxorrubicina em ciclos, compatível com o tratamento de pacientes oncológico, que seja útil 17 

para estudo de miopatias em camundongos. Para isto, 30 camundongos C57/BL/6 foram 18 

agrupados em um dos cinco grupos experimentais (Figura 3): controle (C; n=6) que 19 

receberam injeções com solução salina; e quatro grupos (n=6/grupo) receberam injeções 20 

intraperitoneais com doxorrubicina, nos seguintes esquemas: Dox-10d (24mg/kg): 4 doses na 21 

concentração de 6mg/kg em dias alternados durante 10 dias, totalizando 24mg/kg; Dox-15d 22 

(24mg/kg): 4 doses na concentração de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias, totalizando 23 

24mg/kg; Dox-15d (18mg/kg): 3 doses concentração de 6mg/kg a cada 5 dias durante 15 dias, 24 

totalizando 18mg/kg e Dox-20d (16mg/kg):  concentração de 4mg/kg a cada 5 dias durante 20 25 

dias, totalizando 16mg/kg. 26 
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 1 

Figura 3- Delineamento experimental 1. Dox-10d (24mg/kg): 4 doses intrapeitoneais de 2 

doxorrubicina na concentração de 6mg/kg em dias alternados durante 10 dias, totalizando 3 

24mg/kg; Dox-15d (24mg/kg): 4 doses na concentração de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 4 

dias, totalizando 24mg/kg; Dox-15d (18mg/kg): 3 doses concentração de 6mg/kg a cada 5 5 

dias durante 15 dias, totalizando 18mg/kg; Dox-20d (16mg/kg): concentração de 4mg/kg a 6 

cada 5 dias durante 20 dias, totalizando 16mg/kg; d: dias. 7 

 8 

Num primeiro momento, para monitoramento das condições de saúde do animal 9 

observamos o peso corporal. Caso o animal apresentasse perda de peso acima de 15% do peso 10 

corporal inicial o animal apresentava caquexia severa, e se estivessem com pelos arrepiados e 11 

opacos, e respiração acelerada, a eutanásia do animal era realizada. Em contrapartida, se a 12 

perda corporal de até 14% os animais não eram eutanasiados dependendo das condições 13 

acima mencionadas que apresentavam (NI; ZHANG, 2020). 14 

5.3 EXPERIMENTO 2 15 

Este experimento teve como objetivo determinar o efeito do tratamento em ciclos de 16 

doxorrubicina sobre os principais moderadores da sarcopenia e fragilidade em camundongos. 17 

Baseado nos resultados do experimento 1, escolhemos o protocolo de 3 doses de 6mg/kg de 18 

doxorrubicina, a cada 5 dias por um total de 15 dias. O delineamento experimental 2 está 19 

apresentado na Figura 4. Foram utilizados 12 camundongos da linhagem C57/BL/6, que 20 

foram alocados em um dos dois grupos (n=6/grupo): controle (C) que recebeu injeções salinas 21 

e tratados com doxorrubicina (Dox). Após 15 dias da primeira administração intraperitoneal 22 

com doxorrubicina, foi feita a eutanásia dos animais (Figura 4). O peso corporal dos animais 23 

foi monitorado todos os dias e a ingestão alimentar foi determinada duas vezes por semana. 24 

Os testes de força de escalada foram realizados 48h antes da primeira dose de doxorrubicina e 25 

48h antes da eutanásia dos animais (13 dias depois do início do tratamento com 26 

doxorrubicina). A força de tração dos animais foi acompanhada por meio da análise da 27 
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progressão de força muscular através do teste Grip strenght meter, realizado duas vezes na 1 

semana. O teste de campo aberto para cálculo do score de fragilidade foi realizado três dias 2 

antes da eutanásia.  3 

 4 

Figura 4- Delineamento Experimental 2. 1RM: uma repetição máxima, análise do ganho de 5 

força muscular; d: dias; Grip teste: Grip strength teste, análise da força muscular de tração. 6 

 7 

5.4 EXPERIMENTO 3 8 

O objetivo desse experimento foi verificar os efeitos da suplementação com creatina 9 

sobre a toxicidade muscular promovida pelo tratamento com doxorrubicina. Para isso, a 10 

recomendação para que a suplementação de creatina seja efetiva é de pelo menos 28 dias, por 11 

essa razão uma dose menor de doxorrubicina por um período mais longo foi utilizada, a dose 12 

de 4 mg/kg  por 15 dias a qual, de acordo com o experimento 1, também induzia perda 13 

significativa de massa corporal e não promovia a morte dos animais (HULTMAN et al., 1996; 14 

KREIDER et al., 2017). Neste experimento foram utilizados 30 animais separados em três 15 

grupos: Controle que recebeu injeções (i.p.) com solução salina (n=10), grupo tratado com 16 

doxorrubicina (Dox; n=10) e grupo tratado com doxorrubicina e suplementados com creatina 17 

(DoxCr; n=10). Os grupos Dox e DoxCr receberam 4 injeções (i.p) com doxorrubicina a cada 18 

5 dias numa concentração de 4mg/kg durante 20 dias, totalizando 16mg/kg de doxorrubicina, 19 

conforme delineamento experimento da Figura 5. A suplementação de creatina do grupo 20 

DoxCr foi realizada por 28 dias e iniciada uma semana antes da primeira dose de 21 

doxorrubicina para os animais se adaptarem com a ração (Figura 5). 22 
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 1 

Figura 5- Delineamento experimental 3 1RM: uma repetição máxima para análise do ganho 2 

de força muscular; d: dias; Grip teste: Grip strength teste para análise da força muscular de 3 

tração. 4 

 5 

A suplementação de creatina foi colocada na ração dos animais no nosso laboratório 6 

conforme descrito a seguir. Os pellets de ração da marca Nuvilab CR-1, Nuvital foram 7 

pesados e misturados em água por um pilão até virarem uma pasta na proporção 1:1 (50g de 8 

ração para 50ml de água). Os grupos C e Dox receberam essa ração enquanto o grupo DoxCr 9 

recebeu a mesma ração, porém com 4% de creatina. Os animais de todos os grupos foram 10 

adaptados a ração nova por uma semana. Após uma semana de adaptação os animais 11 

receberam a primeira injeção com doxorrubicina. Após 20 dias da primeira injeção com 12 

doxorrubicina foi feita a eutanásia dos animais. De forma similar ao experimento 2, foram 13 

utilizados dois testes para analisar o ganho de força (Teste de escada de 1RM) e a progressão 14 

de força (Grip strenght meter). O teste de progressão de força nesse experimento foi realizado 15 

apenas 1x por semana.  16 

5.5 DETERMINAÇÃO DA FORÇA, FUNÇÃO FÍSICA E FRAGILIDADE FUNCIONAL 17 

Força muscular: a força muscular dos animais foi analizada através de dois métodos 18 

Grip strength meter (Insight, Brasil) e 1RM (teste de uma repetição máxima). No teste Grip 19 

strength meter, o animal é posicionado na grade de metal do equipamento, quando o animal se 20 

segura na grade com suas patas dianteiras o pesquisador faz uma tração pelo rabo do animal 21 

(figura 6A). Dessa forma o equipamento é capaz de quantificar o pico de força aplicado pelos 22 

camundongos ao tentarem se segurar na barra de metal quando submetidos à tração realizada 23 

pelo pesquisador. O pico de força no momento da tração fica registrado no display digital do 24 

equipamento e é posteriormente avaliado pelo pesquisador. Os animais tinham 5 tentativas, 25 
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após cada tentativa os animais descansavam por 20 segundos. Nesse trabalho foi apresentado 1 

a média das tentativas. O teste foi realizado duas vezes por semana.  2 

 3 

Figura 6- Testes de força muscular A) Aparelho para avaliação da tração muscular para 4 

análise da progressão muscular pelo teste Grip strength Meter; B) Escada do teste de uma 5 

repetição máxima (1RM). 6 

 7 

No teste de 1RM (uma repetição máxima) na escada foi analisado o ganho de força 8 

dos animais. Os animais de todos os grupos foram adaptados (antes do início do tratamento 9 

com doxorrubicina) durante cinco dias consecutivos a subirem numa escada adaptada para 10 

camundongos onde realizavam de 8 a 12 movimentos dinâmicos para completarem a subida 11 

(dimensões da escada 0,55m x0,18m x0,7cm, com 80º de inclinação) (figura 6B). No topo da 12 

escada havia uma caixa escura (20x20x20 cm) construída para os animais poderem descansar 13 

e se sentirem seguros entre as subidas. Após o período de adaptação os animais de todos os 14 

grupos realizaram o teste de 1RM. O teste consistia em os animais subirem a escada com uma 15 

carga amarrada no rabo por um elástico de borracha; a carga inicial foi de 100% do peso 16 

corporal sendo acrescentado 3g a cada subida bem-sucedida. Depois de cada subida os 17 

animais descansavam por 2 minutos na caixa escura. O teste era finalizado quando o animal 18 

apresentasse duas falhas consecutivas com a mesma carga. Ao final do experimento, os 19 

animais realizaram o mesmo teste, porém, a carga inicial do segundo teste de 1RM foi 20 

baseada na carga máxima carregada no primeiro teste de 1RM.  21 

Função Física: A capacidade de locomoção e exploração dos animais foi determinada 22 

através do teste de campo aberto, em que os animais foram expostos por 5 minutos a um 23 

campo novo e inexplorado medindo 50x50 cm. Durante todo o período eles foram filmados 24 
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com uma câmera digital (Longitech, modelo c920, 30Hz). As imagens foram adquiridas 1 

usando software Dvídeo que permite calcular o movimento do animal na área de teste por 2 

meio de um sistema bidimensional de coordenadas baseadas no método Direct Linear 3 

Transformation, proposto por Abdel-aziz; Karara (2015). O software permite detectar o ponto 4 

central do animal e rastrear seus movimentos, atividades e comportamentos durante um 5 

período de tempo especificado. As variáveis analisadas foram a) distância total percorrida em 6 

5 minutos; b) distância máxima percorrida entre os momentos que os animais ficam parados; 7 

c) duração total do movimento (segundos); d) tempo total gasto se movimentando; e) 8 

meander (mudança de direção por unidade de distância percorrida- graus/cm; de 0º a 180º); f) 9 

velocidade média de movimento em 10 minutos (cm/s); e g) rearing (número de vezes que o 10 

animal fica sob suas patas traseiras, ‘em pé’). A trajetória capturada de cada camundongo foi 11 

processada por um filtro digital Butterworth de frequência de corte de 1Hz.  12 

A fragilidade foi calculada com base em oito parâmetros que em geral refletem nível 13 

de atividade física (quantificados através do teste de campo aberto) e peso corporal, conforme 14 

descrito por Whitehead et al., (2014). Valores que forem diferentes dos valores de referência 15 

por menos de 1 DP receberão uma pontuação de 0. Valores que forem ±1DP com relação ao 16 

valor médio de referência receberão um score de fragilidade de 0,25. Aqueles que a diferença 17 

for por ±2DP serão pontuados com score de 0,5; valores ±3DP da média receberão o valor 18 

máximo de fragilidade de 1. Por fim, os valores serão somados e divididos pelo número de 19 

parâmetros analisados, no caso oito parâmetros), para fornecer uma pontuação de fragilidade 20 

de 0 a 1 para cada animal. Um escore=0 o animal é considerado sem nenhuma fragilidade; 21 

escore=0,5 o animal é considerado com uma fragilidade moderada e escore=1 o animal é 22 

considerado com uma fragilidade severa. 23 

5.6 EUTANÁSIA E PREPARAÇÃO DOS TECIDOS 24 

A eutanásia aconteceu 48h após o último teste de 1RM. Os animais foram anestesiados 25 

com isoflurano (Instituto Biochimico IND. Farm. LTDA- RJ) e a eutanásia feita por 26 

exsanguinação. Em seguida, foi realizada laparotomia para colheita  pesagem do coração, 27 

fígado, baço, gastrocnêmio, sóleo e EDL. Para análise histológica no experimento 2, o 28 

coração de quatro e os músculos esqueléticos (gastrocnêmio, EDL, diafragma e sóleo) foram 29 

separados. Para análise histológica do experimento 3, o coração de 4 animais, os músculos 30 

esqueléticos e o baço foram colhidos. Para análises bioquímicas do experimento 3, o coração, 31 
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fígado e os músculos esqueléticos (Gastrocnêmio e quadríceps) foram congelados no -80 para 1 

análises posteriores. 2 

5.7 HISTOLOGIA  3 

Para as análises microscópicas, os tecidos foram fixados em paraformaldeido (4%) por 4 

24h, desidratados gradativamente em álcool (70, 90 e 100%) e impregnados com parafina 5 

conforme descrito por Fonseca et al., (2012). Os tecidos foram cortados numa espessura de 5 6 

µm em micrótomo (SLEE® - CUT 6062). As fotos foram adquiridas por um microscópio 7 

(BIOPTA- EK 1000T) de luz com câmera de vídeo (AmScope, 10 megapixels). Todas as 8 

análises foram realizadas com o programa Image J (versão 1.8.0_172). 9 

Análise histológica músculos esqueléticos.  10 

Para determinar a área das fibras musculares do EDL, diafragma, Gastrocnemio e 11 

sóleo analisou-se a área de secção transversa dos músculos. As lâminas foram coradas com 12 

hematoxilina e eosina. Foram realizados 5 cortes transversais de cada peça. Após a coloração, 13 

imagens representativas (aumento de 200x) foram adquiridas digitalmente por um 14 

microscópio (BIOPTA- EK 1000T) de luz com câmera de vídeo (CMOS Bioptika, 5 15 

megapixels). Foram tiradas aproximadamente 5 fotos por corte. A quantificação da área das 16 

fibras musculares e a deposição de colágeno foram quantificadas num aumento de 20x. As 17 

fibras foram quantificadas conforme apresentado na Figura 7A. 18 

Análise histológica músculo cardíaco 19 

  Para o Experimento 1 foi realizado a análise do diâmetro dos cardiomiócitos, onde 20 

foram analisadas fibras longitudinais num aumento de 40x. Para isso foram realizados dois 21 

cortes de cada coração e corados com hematoxilina e eosina. Para o Experimento 2 foi 22 

realizada a análise de deposição de colágeno no coração. Para isso, as lâminas foram coradas 23 

com Tricômio de Masson. Foram realizados dois cortes de cada peça. Após a coloração, 24 

imagens representativas (aumento de 200x) A quantificação da deposição de colágeno foi 25 

quantificada num aumento de 20x, conforme Figura 7B. 26 

 27 
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  1 

Figura 7- Quantificação da área de secção transversa (AST) e deposição de colágeno pelo 2 

programa Image J. 3 

Análise histológica baço 4 

Para análise da porcentagem de área de polpa branca as lâminas foram coradas com 5 

hematoxilina e eosina e foram quantificadas num aumento de 4x. Para as fotos representativas 6 

foi utilizado aumentos de 4x e de 20x. Para quantificação da área de polpa branca foi 7 

quantificado a área de ~quatro polpas brancas no baço de cada animal, totalizando 8 

aproximadamente 14 polpas brancas por grupo. Para quantificar a área da polpa branca foi 9 

medido a polpa branca de cada baço dividida pelo tamanho total do baço e multiplicado por 10 

100, conforme a fórmula abaixo:  11 

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑙𝑝𝑎 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑎 =
𝑡𝑎𝑚𝑎𝑛ℎ𝑜 𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑙𝑝𝑎

tamanho total do baço
 𝑋 100 12 
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5.8 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 1 

Dosagem de Creatina, fosfocreatina (PCr) e Creatina Kinase 2 

O músculo da coxa e o fígado foram homogeneizados com água destilada e 3 

centrifugado. Para dosar creatina foi utilizado o kit para Creatinina Labtest (ref 35-100; Minas 4 

Gerais/BR). A dosagem de creatina e PCr  foi realizada de acordo com (DEMINICE et al., 5 

2009). A cretina quinase e a creatina quinase-MB foram dosadas no plasma pelo kit Labtest 6 

(respectivamente, ref117 e ref 118; Minas Gerais/BR). 7 

Dosagem de marcadores de estresse oxidativo 8 

O estresse oxidativo foi determinado no músculo gastrocnêmio e no músculo cardíaco. 9 

A concentração de malondialdeído no músculo (MDA) foi determinada por MDA-MP (reação 10 

com 1-metil-2-fenolendol) adaptado de Spirlandeli et al. (2014). Concentrações musculares de 11 

glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) foram quantificadas de acordo com o método 12 

descrito por Rahman, Kode e Biswas (2006).  13 

Dosagem de citocinas inflamatórias 14 

A citocinas foram analisadas no músculo gastrocnêmio e no músculo cardíaco. Para 15 

análise dos marcadores inflamatórios sistêmicos foi utilizado o kit ELISA Ready-SET-Go da 16 

eBioscience, para a interleucina 6 (IL-6 ref. 88-7064-88) e tumor de necrose tumoral-alfa 17 

(TNF- α ref. 88-7340-88). 18 

5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 19 

A normalidade dos dados foi testada por Shapiro-Wilk. No experimento 2, os dados 20 

paramétricos como perda de peso corporal, ingestão alimentar, peso dos tecidos e ganho de 21 

força pelo teste de escalada estão apresentados em média e desvio padrão onde foi utilizado 22 

test-t independente e para os dados não paramétricos como área de secção transversa dos 23 

músculos os dados estão apresentados em mediana (Md) e percentis onde foi utilizado o teste 24 

Mann-Whitney. Foi realizada correlação de Pearson para determinar associação entre o score 25 

de fragilidade com a área de secção transversa e com o ganho de força.  No experimento 3, os 26 

dados paramétricos como peso dos tecidos, ganho de força pelo teste de escalada, dosagem de 27 

creatina, creatina quinase-MB, creatina quinase e de PCr, IL-6, TNF-α, GSH, GSSG, MDA e 28 

deposição de colágeno estão apresentados em média e desvio padrão onde foi utilizado 29 

ANOVA one way. Os dados não paramétricos como área de secção transversa dos músculos e 30 

porcentagem de área do folículo do baço estão apresentados em Md e percentis onde foi 31 
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utilizado o teste Kruskal-Wallis. Para análise da progressão do peso corporal e da perda de 1 

força analisado pelo Grip strenght meter foi utilizado ANOVA Two- way seguido de post-hoc 2 

de Dunn. Os resultados foram considerados significativos quando P<0,05. O programa Graph 3 

Pad Prism 8.0 foi utilizado para as análises.   4 
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6 RESULTADOS  1 

Uso de doxorrubicina em ciclos é adequado como modelo experimental de tratamento 2 

em pacientes oncológicos. 3 

Para determinar qual o esquema de tratamento (dose e intervalo de infusão) apresenta 4 

características compatíveis com o tratamento quimioterápico em humanos (perda de peso 5 

corporal sem a morte), comparamos quatro grupos com esquemas diferentes. As doses foram 6 

selecionadas com base em doses clínicas utilizadas em pacientes com câncer (30 a 90 mg/m2), 7 

dessa forma 24mg/kg equivale a 45-72 mg/m2 em humanos, a qual é considerada uma dose 8 

segura e não é uma superdosagem (NISSINEN et al., 2016; TOKARSKA-SCHLATTNER et 9 

al., 2006).  10 

Em ambos os grupos que foram tratados com 6 mg/kg de doxorrubicina, totalizando 11 

24mg/kg alguns camundongo morreram, portanto essa dose foi considerado uma 12 

superdosagem como é possível observar com base na Figura 8A) com a progressão de peso 13 

corporal durante o experimento e na Figura 8. Os animais do grupo Dox-10d (dose 14 

acumulativa de 24 mg/kg), que receberam 6mg/kg de doxorrubicina em dias alternados 15 

durante 10 dias, morreram entre o nono e o décimo dia após a infusão. O grupo Dox-15d 16 

(dose acumulativa de 24mg/kg), que recebeu 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias, 17 

apresentou duas mortes entre os dias 14 e 15 dias após a infusão (Figura 8B). Apesar da 18 

acentuada perda de peso corporal, característica do tratamento com doxorrubicina,, nenhuma 19 

morte foi detectada no grupo Dox-15d (dose acumulativa de 18 mg/kg), que recebeu 6mg/kg a 20 

cada 5 dias durante 15 dias, e no grupo Dox-20d (dose acumulativa de 16 mg/kg), que 21 

recebeu 4mg/kg a cada 5 dias durante 20 dias (Figura 8B). 22 
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Figura 8- A) Progressão do peso corporal dos animais e Figura B) Curva de sobrevida dos 2 

animais. Dox- 10d (n=6): concentração de 6mg/kg em dias alternados durante 10 dias (dose 3 

acumulativa de 24mg/kg); Dox- 15d: concentração de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias 4 

(dose acumulativa de 24mg/kg); Dox 15d- 3 doses: concentração de 6mg/kg a cada 5 dias 5 

durante 15 dias (dose acumulativa de 18mg/kg); Dox-20d: concentração de 4mg/kg a cada 5 6 

dias durante 20 dias (dose acumulativa de 16mg/kg).  7 

 8 

O tratamento com doxorrubicina promove atrofia e perda de função muscular. 9 

Depois de definir o esquema de infusão de doxorrubicina que mais se aproxima do 10 

tratamento em humanos, buscamos entender se tal esquema seria suficiente para promover 11 

características de sarcopenia e fragilidade nos animais. Para isso a dose de 6mg/kg 12 

administrada a cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg) foi utilizada. A 13 

Tabela 1 apresenta as características gerais dos animais. O tratamento com três injeções i.p de 14 

6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias causou perda significativa de peso 15 
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corporal (-4,2g; P < 0,05), redução da ingestão alimentar, perda de massa muscular cardíaca e 1 

esquelética e redução significativa no peso do baço e do fígado (P < 0,05) quando 2 

comparados aos animais controle (Tabela 1).  3 

Tabela 1- Características Gerais 4 
 

      

Grupo C (n=6) Dox (n=6) p-valor 
  

Perda de Peso Corporal (g) -0,083 ± 0,69 -4,2 ± 1,99 0,0007 
  

Ingestão Alimentar (g) 3,19 ± 0,24 2,11 ± 0,45 0,0001 
  

Coração (mg/mm)  0,6703± 0,07 0,5266± 0,055 0,0002 
  

Baço (mg/mm) 0,35±0,05 0,22±0,03 <0,0001 
  

Fígado (mg/mm) 6,8±1,0 5,8±0,7 0,024 
  

Gastrocnêmio (mg/mm) 0,12±0,01 0,11±0,01 0,0047 
  

Somatória dos músculos (mg/mm) 1,16± 0,10 0,98 ± 0,08 0,0007 
  

 
      

Dados estão apresentados em média e desvio padrão. Perda de peso corporal foi calculado 5 

subtraindo o peso corporal dos animais ao final do experimento com o peso corporal dos 6 

animais no início do experimento. Valores apresentaram diferença significativa pelo teste t 7 

não pareado. C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injeções i.p de 6mg/kg de 8 

doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg) 9 

O tratamento com doxorrubicina promoveu perda de força muscular. Os animais 10 

tratados com doxorrubicina apresentaram 73% (P<0,05) menos força quando comparados ao 11 

grupo C. Enquanto o grupo controle apresentou um aumento de 19g ± 8,6 na carga máxima 12 

do primeiro teste de 1RM para o segundo teste, os animais do grupo Dox tiveram um aumento 13 

de apenas 5g± 6,9 na carga máxima do primeiro teste de 1RM para o segundo teste de 1RM 14 

(Figura 9A). O tratamento com doxorrubicina também promoveu perda da força de tração de 15 

~20% quando comparada ao grupo Controle (P <0,05), essa perda foi significativa a partir do 16 

décimo dia próximo à terceira injeção de doxorrubicina (Figura 9B). 17 
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Figura 9- Parâmetros de força muscular. A) Ganho de força no Teste de 1RM (uma repetição 3 

máxima) na escada B) Progressão do ganho de força pelo teste Grip strength meter. Valores 4 

estão apresentados em média e desvio padrão. O símbolo * indicia diferença estatística (P 5 

<0,05) do grupo Dox para o grupo C (gráfico A: test-t não pareado; gráfico B: ANOVA two- 6 

way). C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injeções i.p de 6mg/kg de doxorrubicina a 7 

cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg). 8 

 9 

O segundo parâmetro definidor de sarcopenia é perda de massa muscular. Para isso foi 10 

determinado o diâmetro dos cardiomiócitos e a área de secção transversa dos músculos 11 

diafragma, gastrocnêmio, sóleo e EDL. O tratamento com doxorrubicina promoveu atrofia 12 

cardíaca e muscular em todos os músculos analisados, representando uma redução de 19% no 13 

diâmetro dos cardiomiócitos (Figura 10A), 7.8% na área de secção transversa do diafragma 14 

(Figura 10B), 10% no gastrocnêmio (Figura 10C), 27.5% no sóleo (Figura 10D) e 34% no 15 

EDL (Figura 10E).   16 

  17 
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Figura 10- Análise da atrofia muscular promovido pelo tratamento com doxorrubicina- 1 

coloração hematoxilina e eosina (A) Diâmetro dos cardiomiócitos e Área de secção transversa 2 

dos músculos (B) diafragma, (C) gastrocnêmio, (D) sóleo e (E) EDL (extensor longo dos 3 

dedos). F) Fotos representativas. Valores estão apresentados em mediana e interquartis. O 4 

símbolo * indicia diferença estatística (P <0,05) do grupo Dox para o grupo C (por Wilcoxon 5 

signed- rank test). AST: área de secção transversa; EDL- extenso longo dos dedos; C: grupo 6 

controle Dox: grupo tratado com 3 injeções i.p de 6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias 7 

durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg). 8 

 9 

Outro parâmetro utilizado para analisar a sarcopenia é a performance física, para isso a 10 

performance dos animais foi observada no teste de campo aberto e utilizado um score de 11 

fragilidade para quantificação. Os dados de fragilidade estão apresentados na Figura 11 e na 12 

Tabela 2. O tratamento com doxorrubicina promoveu aumento no escore fragilidade (P <0,05) 13 

quando comparado aos animais do grupo C (C: 0,084±0,05; Dox:0,67± 0,09). De acordo com 14 

a classificação de fragilidade de Whitehead et al., (2014) onde escore de 0 é definido como 15 

sem fragilidade, um escore de 0,5 definido como uma fragilidade moderada e escore de 1 16 

considera-se fragilidade severa, os animais do grupo Dox foram assim classificados com uma 17 

fragilidade moderada. 18 
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Figura 11- Tratamento com doxorrubicina promove aumento do escore de Fragilidade. 20 

escore de fragilidade baseado nos 8 parâmetros da tabela 2. Valores estão apresentados em 21 

média e desvio padrão. O símbolo * indicia diferença estatística (P <0,05) do grupo Dox para 22 

o grupo C (por teste t independente). C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injeções i.p 23 

de 6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg). 24 
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Tabela 2- Parâmetros para análise do escore de fragilidade 1 

  C (n=5) Dox (n=6) 

Peso Corporal (g) 26,0±2,1 22,5±1,5 

Tempo em movimento (%) 81,2± 3,2 62,7±9,2 

Distância Percorrida (m) 3312,5 ± 222,4 2084,31±540,7 

Distância máxima percorrida (m) 183,5± 54,8 114,6± 25,9 

Tempo em movimento (s) 243,65 ±9,7 187,95 ± 30,4 

Meander (graus) 13± 1,4 24,5±7,8 

Rearing 27,9±10,9 16,3±4,0 

Velocidade Média (cm/s) 11±0,7 6,9±1,7 

C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injeções i.p de 6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 2 

dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg). Valores apresentados em média e 3 

desvio padrão. 4 

A correlação de Pearson demonstrou que o escore de fragilidade está inversamente 5 

associado ao ganho de força dos animais e diretamente associado a atrofia muscular (P<0,05), 6 

onde a atrofia foi representada pela área de secção transversa do músculo gastrocnêmio, assim 7 

quanto menor a área da fibra maior o escore de fragilidade (Figura 12). 8 
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Figura 12- Correlação entre escore de fragilidade e ganho de força muscular do teste de 11 

escalada (A) e área de secção transversa (AST) do gastrocnêmio (B). 12 

 13 



50 

 

Suplementação de creatina mitigou a atrofia e perda de força muscular promovido pelo 1 

tratamento com doxorrubicina 2 

Sabendo que o modelo experimental com ciclos de doxorrubicina promoveu atrofia 3 

muscular, perda de força e de função, mais um experimento foi conduzido com o objetivo de 4 

investigar os efeitos da suplementação de creatina sobre esses parâmetros. Com a intenção de 5 

suplementar os animais com 4% de creatina na ração por pelo menos 28 dias, os animais 6 

iniciaram a suplementação de creatina 7 dias antes da infusão com doxorrubicina e foram 7 

tratados com 4 injeções (i.p) de doxorrubicina a cada 5 dias numa concentração de 4mg/kg 8 

durante 20 dias (dose acumulativa de 16mg/kg). A Figura 13 apresenta a progressão de peso 9 

corporal durantes 20 dias. É possível observar que o tratamento com doxorrubicina promoveu 10 

perda significativa de peso corporal a partir do sétimo dia. A suplementação de creatina na 11 

ração não promoveu alterações na perda de peso corporal dos animais.  12 

 13 
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Figura 13- Progressão de peso corporal dos animais. Valores apresentados em média e desvio 15 

padrão (C -n=9; Dox e Dox Cr n=10). $ Diferença dos grupos Dox e DoxCr em relação ao 16 

grupo C do dia 6 até o dia 20 (P <0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injeções 17 

intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); 18 

DoxCr: grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 19 

dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na ração (4%).  20 

 21 

 A Tabela 3 apresenta as características gerais dos animais. O tratamento com 22 

doxorrubicina provocou perda de massa muscular esquelética (8%) e redução no peso do 23 

fígado quando comparados aos animais do grupo C. A suplementação de creatina não foi 24 

capaz de amenizar a perda de massa muscular esquelética promovida pelo tratamento com 25 

doxorrubicina.  26 



51 

 

Tabela 3- Características Gerais 1 

         

  C  Dox DoxCr 

   (n=8) (n=10) n= (10) 

 
Perda de peso corporal (g) 0,4±0,5 3,9±0,7* 3,9±0,9* 

 
Fígado (mg/mm de tíbia) 6,4±0,5 5,4±0,8* 6,0 ±0,8 

 

Creatina livre- fígado 

 (mmol/g de ptn) 0,05±0,03 0,04± 0,01 0,59± 0,12*# 

 

Creatina Total- fígado 

 (mmol/g de ptn) 1,07±0,14 1,18±0,17 1,72±0,19*# 

 
Ck plasmática (U/L) 23039± 1443 25698±3092* 26528±1892* 

 
CKMB (U/L) 3107± 871,1 2903± 651,9 2628±704,3 

 
Σ Músculos (mg/mm de tíbia) 1,01±0,1 0,91±0,1* 0,88±0,1* 

     
*Diferença dos grupos em relação ao grupo controle; # Diferença dos grupos em relação ao 2 

grupo Dox (P <0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais 3 

de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo 4 

tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose 5 

acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na ração (4%); Σ somatória dos 6 

músculos Extensor longo dos dedos, Gastrocnêmio, tibial anterior e sóleo. Ck: creatina 7 

quinase; ptn: proteína.  CKMB: creatina quinase fração MB. 8 

A concentração de creatina no fígado está apresentada na Tabela 3. O grupo 9 

suplementado com creatina apresentou aumento de 10x na concentração de creatina livre (P 10 

<0,05; Figura 18A) e de 55% na creatina comparado aos demais grupos (P <0,05; Tabela 3). 11 

A análise da enzima creatina quinase plasmática está presente na Tabela 3, o aumento 12 

da atividade de creatina quinase plasmática representa o dano muscular promovido pelo 13 

tratamento com doxorrubicina (C:23038,8 U/L x Dox:25698 U/L; P<0,05). A isoenzima MB 14 

é uma das três formas da enzima creatina quinase e é utilizada para diagnóstico de infarto 15 

agudo do miocárdio ou para identificar lesões das células do músculo cardíaco. O tratamento 16 

com doxorrubicina não promoveu dano nas células do músculo cardíaco de acordo com a 17 

dosagem da creatina quinase-MB plasmática (CKMB) (Tabela 3). A suplementação de 18 

creatina não foi capaz de diminuir o aumento da concentração de creatina quinase plasmática 19 

promovido pelo tratamento com doxorrubicina (Tabela 3) 20 

As análises da estrutura muscular estão representadas pela AST dos músculos 21 

gastrocnêmio, EDL, sóleo e diafragma na Figura14. O tratamento com doxorrubicina 22 
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promoveu atrofia muscular de ~15% no gastrocnêmio, sóleo e diafragma e de 28% no EDL 1 

(Figura 14 A, B, C e D) quando comparada ao grupo C. A suplementação de creatina mitigou 2 

a atrofia muscular dos músculos EDL e sóleo (Figura 14A e B), apesar de não alterar a área de 3 

secção transversa das fibras do músculo diafragma e agravar a atrofia promovida pelo 4 

tratamento com doxorrubicina no músculo gastrocnêmio (Dox: Md de 853 x DoxCr: 764 um2) 5 

quando comparada ao grupo Dox (Figura 14 C e D).  6 
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 1 

Figura 14- Área de secção transversa dos músculos A) EDL (extensor longo dos dedos) B) 2 

Sóleo C) Diafragma e D) Gastrocnêmio; Fotos representativas E) EDL, F) Sóelo, G) 3 

Diafragma e H) Gastrocnêmio. Dados apresentado em mediana e intervalos interquartis. 4 

*Diferença dos grupos em relação ao grupo C; # Diferença dos grupos em relação ao grupo 5 
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Dox (P <0,05). AST: área de secção transversa; C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 1 

injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 2 

mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a 3 

cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na ração. 4 

 5 

Os parâmetros de função muscular estão apresentados na Figura 15. A suplementação 6 

com creatina não foi capaz de amenizar a fragilidade induzida por doxorrubicina.  O 7 

tratamento com doxorrubicina promoveu perda significativa na força dos animais no teste de 8 

1RM e perda de força de tração na primeira e segunda semana (Figura 15B e C). Em 9 

contrapartida a suplementação de creatina preveniu a perda de força determinada pelos dois 10 

testes a partir da segunda semana (Figura 15B). 11 
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Figura 15- Parâmetros de fragilidade e de força muscular. (A) escore de fragilidade calculado 14 

pelas variáveis quantificadas pelo teste de campo aberto. B) Grip strenght meter e C) Teste de 15 

1RM realizado na escada. Valores apresentados em média e desvio padrão. *Diferença dos 16 

grupos em relação ao grupo C (P<0,05). # Diferença dos grupos em relação ao grupo Dox. C: 17 

grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg de 18 

doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 19 
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injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 1 

mg/kg) e suplementado com creatina na ração; RM: repetição máxima. 2 

Alguns marcadores bioquímicos associados à atrofia muscular foram analisados. As 3 

citocinas TNF-α e IL-6 então apresentadas na Figura 16 A e B. O tratamento com 4 

doxorrubicina aumentou em ~20% os níveis de IL-6 quando comparado ao grupo controle 5 

(C:377,9± 58; Dox:452,9± 28) e nenhuma alteração foi encontrada nos níveis de TNF-α. 6 

(Figura 16 A e B). A suplementação de creatina mitigou o aumento dos níveis de IL-6, porém 7 

os animais suplementados com creatina tiveram um aumento de 15% nos níveis de TNF- α 8 

quando comparado ao grupo C (C: 377,9± 58; DoxCr: 433,6± 40,7; Figura 16 A e B). 9 

O MDA, GSH, GSSG e razão GSH/GSSG foram analisados como parâmetros de 10 

estresse oxidativo e estão representados na Figura 16. Nenhuma alteração foi encontrada na 11 

lipoperoxidação, caracterizada pelos níveis de MDA, porém foi encontrado redução nos níveis 12 

de GSH e GSSG nos camundongos tratados com doxorrubicina (Figura 16 C, D, E e F). 13 

Contudo, ao analisar a razão GSH/GSSG nenhuma alteração foi promovida pelo tratamento 14 

com doxorrubicina. A suplementação de creatina aumentou os níveis da razão GSH/GSSG 15 

(Figura 16 F). 16 

 17 
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Figura 16- Concentração de citocinas no músculo gastrocnêmio A) TNF-alfa, B) IL-6 e 2 

marcadores de estresse oxidativo C) MDA, D) GSH, E) GSSG e F) GSH/GSSG. *Diferença 3 

dos grupos em relação ao grupo C; # Diferença dos grupos em relação ao grupo Dox (P 4 

<0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg de 5 

doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 6 

injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 7 

mg/kg) e suplementado com creatina na ração. 8 

 9 

Como análise de cardiotoxicidade, o peso do coração e a quantidade de colágeno 10 

foram analisados e estão apresentados na Figura 17Erro! Fonte de referência não 11 

encontrada.. O tratamento com doxorrubicina provocou redução significativa no peso 12 

coração (23%). A porcentagem de colágeno foi de 7.9 % no grupo C e de 15.1% no grupo 13 

Dox, o que mostra que os animais tratados com doxorrubicina apresentaram maior deposição 14 

de colágeno no interstício dos cardiomiócitos (Figura 17B). A suplementação de creatina não 15 
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foi capaz de amenizar a perda de peso do coração nem o aumento da deposição de colágeno 1 

promovido pelo tratamento com doxorrubicina (C: 7,9%±4,2; DCr:12,63% ± 5,7; Figura 2 

17B). Em conjunto a esses resultados, o baço também sofreu atrofia significativa induzida 3 

pelo tratamento com doxorrubicina e redução da área dos folículos linfoides (Figura 17 C e 4 

D). Os animais suplementados com creatina apresentaram redução mais acentuada no peso do 5 

baço, porém a suplementação de creatina foi capaz de mitigar a redução do folículo induzida 6 

pelo tratamento com doxorrubicina (Figura 17C e D). 7 

 8 
Figura 17- Parâmetros de caquexia esplenocardíaca. A) Peso do coração corrigido pelo 9 
comprimento da tíbia B) Deposição de colágeno nos cardiomiócitos marcado pela coloração 10 
tricrômico de Masson; C) Peso do baço corrigido pelo comprimento da tíbia; D) Tamanho dos 11 
folículos marcado pela coloração com Hemataxilina e eosina.  Valores apresentados em média e 12 
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desvio padrão. *Diferença dos grupos em relação ao grupo C (P<0,05). C: grupo controle; Dox: 1 

grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose 2 

acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg 3 

de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina 4 

na ração. 5 

 6 

As citocinas inflamatórias e marcadores de estresse oxidativo também foram avaliados 7 

no músculo cardíaco (Figura 18). Os níveis de IL-6 sofreram aumento significativo de ~59%, 8 

nos camundongos tratados com doxorrubicina, porém nenhuma alteração foi encontrada nos 9 

níveis de TNF-α (Figura 18A e B). Não houve alteração em nenhum dos marcadores de 10 

estresse oxidativo analisados no músculo cardíaco. A suplementação de creatina reduziu 11 

significativamente os níveis de IL-6 em 36% (Figura 18B). 12 
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Figura 18- Concentração de citocinas no coração A) TNF-alfa, B) IL-6 e marcadores de 3 

estresse oxidativo C) MDA, D) GSH, E) GSSG e F) GSH/GSSG. *Diferença dos grupos em 4 

relação ao grupo C; # Diferença dos grupos em relação ao grupo Dox (P <0,05). C: grupo 5 

controle; Dox: grupo tratado com 4 injeções intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a 6 

cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injeções 7 

intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e 8 

suplementado com creatina na ração. MDA: malondialdeído. GSH: glutationa; GSSG: 9 

glutationa dissulfeto. 10 

  11 

  12 
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7 DISCUSSÃO  1 

O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito do tratamento com doxorrubicina em 2 

ciclos, sobre os principais moderadores da sarcopenia, atrofia, perda de força e de função 3 

física e o efeito da suplementação de creatina sobre a perda de força e função causada pelos 4 

ciclos de doxorrubicina. Os principais resultados deste trabalho são 1) três doses de 6mg/ksg 5 

(18mg/kg) ministradas a cada cinco dias é um modelo animal compatível com o tratamento 6 

utilizado para pacientes e útil para se estudar a perda de massa muscular, força e função. 2) A 7 

suplementação com creatina mitigou parcialmente os efeitos colaterais induzidos pelo 8 

tratamento com ciclos de doxorrubicina, como a perda de força muscular em dois diferentes 9 

tipos de músculo, o sóleo com características mais aeróbicas e o EDL com características 10 

mais glicolíticas e ainda reduziu significativamente os níveis de IL-6 no coração.  11 

Esses achados são relevantes pois a suplementação de creatina é de fácil acesso, com 12 

custo relativamente baixo e pode ser introduzida na rotina dos pacientes sem grandes 13 

dificuldades (SAKKAS; SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009). Nossos resultados são 14 

relevantes pois é escasso na literatura tratamentos efetivos para prevenir ou atenuar a 15 

toxicidade muscular a miopatia induzida pelo tratamento com doxorrubicina. Diminuir a 16 

toxicidade e a disfunção muscular durante o tratamento quimioterápico é importante porque a 17 

perda acentuada de massa muscular e disfunções musculares estão associadas ao aumento da 18 

mortalidade e da hospitalização em pacientes com câncer (ANJANAPPA et al., 2020; 19 

MORISHITA, 2016; TREJO-AVILA et al., 2021; WANG et al., 2013; WEYMANN; 20 

WOOD; MARKS, 2014). 21 

Os resultados serão discutidos com mais detalhes na sequência.   22 

O tratamento com doxorrubicina apresenta características compatíveis com o 23 

tratamento de pacientes oncológicos e promove alterações no músculo esquelético 24 

Considerando que grande parte do tratamento com quimioterápicos como as 25 

antraciclinas são realizado em ciclos, este estudo teve como objetivo apresentar um modelo 26 

animal compatível com o utilizado no tratamento em humanos (HORTOBAGYI et al., 1988; 27 

VINCENT et al., 2013). O tempo entre as infusões de antraciclinas (ciclos) permite que o 28 

paciente se recupere da toxicidade provocada pelo tratamento, reduzindo os efeitos colaterais 29 

e melhorando a qualidade de vida dos pacientes e ao mesmo tempo é efetivo para a redução 30 

do tumor (CARDINALE; IACOPO; CIPOLLA, 2020; HORTOBAGYI et al., 1988; 31 

VINCENT et al., 2013; WEYMANN; WOOD; MARKS, 2014). Os ciclos que utilizamos 32 

neste estudo (três doses de 6mg/kg a cada cinco dias ou quatro doses de 4 mg/kg a cada cinco 33 
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dias) apresentam características gerais próximas às encontradas nos pacientes, como perda de 1 

peso corporal, disfunção muscular, cardiotoxicidade sem causar morte nos animais 2 

(WEYMANN; WOOD; MARKS, 2014).  3 

Não há protocolos para analisar a sarcopenia em animais, assim, alguns estudos tem 4 

utilizados os testes físicos como teste de campo aberto, Grip Strenght Meter, testes de força 5 

específica, entre outros testes como parâmetro para analisar força e função muscular em 6 

protocolos com animais, além de escores de fragilidade para animais (MANN, A.; 7 

CHESSELET, 2015; WHITEHEAD et al., 2014; YORKE et al., 2017). A perda de peso 8 

corporal e de massa muscular podem impactar na força muscular e em parâmetros funcionais 9 

que podem servir como orientação para analisar a sarcopenia (CHEN, J. A. et al., 2015). No 10 

teste de campo aberto realizado nesse estudo, foi possível observar que os animais tratados 11 

com três doses de 18 mg/kg apresentavam menor capacidade de explorar o ambiente, 12 

caracterizado pelo menor tempo em movimento, menor distância percorrida e menor 13 

velocidade média, além de menor número de rearing e maior número de meander (mudanças 14 

de direção). Segundo  Whitehead et al., (2014), esses dados juntamente com o peso corporal 15 

dos animais definem  escore para estudar a fragilidade em animais, sugerindo que animais 16 

tratados com doxorrubicina apresentam um escore moderado para fragilidade, por 17 

apresentarem um escore igual ou superior a 0,5 enquanto que um escore de 1,0 é considerado 18 

como fragilidade severa. E ainda, encontramos correlação negativa de 0,7 e de 0,6, 19 

respectivamente, entre o escore de fragilidade e a perda de força e o escore de fragilidade e a 20 

AST do músculo gastrocnêmio, mostrando que animais mais frágeis apresentam menor força 21 

e atrofia muscular. 22 

Para avaliar a função locomotora e o padrão de sono em camundongos tratados com 23 

doxorrubicina, LIRA et al., (2016) utilizaram dose aguda de doxorrubicina (15mg/kg) e 24 

analisaram os efeitos 48h depois da injeção. Como resultado, os animais tratados com 25 

doxorrubicina exploraram menos a área do teste de campo aberto, resultado obtido da análise 26 

de um menor número de cruzamento do centro da área do teste e devido a menor número de 27 

rearing realizado pelos animais do grupo tratado com doxorrubicina (LIRA et al., 2016). Os 28 

resultados do nosso estudo complementam os encontrados por LIRA (2016), mostrando que 29 

não apenas uma dose aguda mas também doses repetidas de doxorrubicina interferem na 30 

exploração dos animais.  31 
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Em conjunto a esses resultados, o tratamento com doxorrubicina promoveu menor 1 

ganho de força no teste de escalada e perda de força de preensão manual a partir da segunda 2 

dose de 6 mg/kg. Na literatura existem apenas estudos mostrando perda de força específica 3 

em doses agudas de doxorrubicina (HIENSCH et al., 2020) no diafragma (dose aguda de 4 

20mg/kg) (GILLIAM et al., 2011b; MIN et al., 2015), no EDL (dose aguda de 15mg/kg e de 5 

20mg/kg) (GILLIAM et al., 2009; HYDOCK et al., 2011) e no sóleo (dose aguda de 12,5 6 

mg/kg e 15mg/kg) (HYDOCK et al., 2011). O estudo de Torok; busekrus; hydock, (2019)  foi 7 

o único encontrado na literatura que avaliou a perda de força num modelo in vivo e 8 

encontraram redução da força de preensão manual em ratos após 5 dias do tratamento com 9 

dose aguda de 15 mg/kg de doxorrubicina. Entretanto, este é o primeiro estudo avaliando a 10 

força muscular ao longo de ciclos de tratamento com doxorrubicina. Esses dados são novos e 11 

pioneiros e, futuramente podem servir de base para estudar mecanismos e estratégias para 12 

amenizar os efeitos colaterais promovidos pela doxorrubicina.  13 

A perda de função sugerida pelo aumento da fragilidade dos animais tratados com 14 

doxorrubicina está correlacionado com a atrofia muscular induzia pelo tratamento e podem 15 

ser parcialmente explicadas pelo aumento nos níveis de IL-6 no tecido muscular. A literatura 16 

mostra que o uso de quimioterápicos está relacionado com o aumento nos níveis de IL-6 17 

plasmática, tanto em modelos pré-clínicos (com combinação de ciclofosfamida, doxorrubicina 18 

e 5-FU)  como em pacientes com câncer gastrointestinal durante o tratamento com 19 

capecitabina e radioterapia (ELSEA; KNEISS; WOOD, 2015; WANG et al., 2013; 20 

WEYMANN; WOOD; MARKS, 2014). O aumento de IL-6 foi relacionada com a fadiga 21 

relatada pelos pacientes com câncer  e com alteração na atividade locomotora de animais 22 

(BLUTHÉ et al., 2000; ELSEA; KNEISS; WOOD, 2015; WANG et al., 2013; WEYMANN; 23 

WOOD; MARKS, 2014). Devido à dificuldade de estudar a fadiga em modelos animais, os 24 

mecanismos pelos quais a IL-6 está ligada a fadiga ainda são desconhecidos (WANG et al., 25 

2013). Para tentar entender o aumento nos níveis de IL-6 com a atividade a composição 26 

corporal e função Bluthé et al., (2000) administraram lipopolissacarídeo indutor de citocinas 27 

(LPS) e observou que animais IL-6-/- passaram mais tempo explorando a área enquanto IL-6+/+  28 

que receberam LPS exploraram menos (pelo teste de campo aberto) e foram mais afetados 29 

pelo tratamento com LPS do que os animais IL-6-/-. Em contrapartida, Elsea; Kneiss; Wood, 30 

(2015) utilizaram camundongos IL-6-/- os quais receberam injeções com ciclosfamida-31 

doxorrubicina-5-fluorouracil e perceberam que os camundongos sem IL-6 quase não 32 

perderam massa magra e gordura quando comparado ao camundongos selvagens que 33 
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receberam ciclosfamida-doxorrubicina-5-fluorouracil, mas não encontraram alteração na ação 1 

locomotora (corrida na roda) dos camundongos. 2 

O tratamento com ciclos de doxorrubicina promove alterações no músculo cardíaco 3 

Partindo da ideia de HYDOCK et al., (2011) de que a perda de força muscular 4 

específica causada pelo tratamento com doxorubicina é uma interação entre os efeitos diretos 5 

no músculo esquelético (como alteração morfológica, enzimática e do fluxo de cálcio) e dos 6 

efeitos indiretos de disfunções cardíacas (atrofia, aumento da deposição de colágeno e perda 7 

de função), os sintomas como fadiga e pior qualidade de vida relatados pelos pacientes 8 

submetidos ao tratamento quimioterápico devem ser considerados levando em consideração 9 

tanto as alterações cardiovasculares como musculares (CARDINALE; IACOPO; CIPOLLA, 10 

2020).  11 

Com relação às alterações cardiovasculares, já está claro na literatura que o tratamento 12 

com doxorrubicina promove redução do peso do coração, perda de função cardíaca 13 

(encurtamento do ventrículo esquerdo, alteração no fluxo sanguíneo  mitral e aórtico), atrofia 14 

dos cardiomiócitos, ativação de vias proteolíticas, estresse oxidativo entre outras alterações 15 

(CARDINALE; IACOPO; CIPOLLA, 2020; HYDOCK et al., 2011; WILLIS et al., 2019). 16 

Neste estudo, observamos que o tratamento com doxorrubicina promoveu atrofia dos 17 

cardiomiócitos, aumento de IL-6 e uma maior deposição de colágeno, caracterizando dano 18 

muscular cardíaco. De acordo com os estudos de HYDOCK et al., (2011) e  JADAPALLI et 19 

al., (2018) as alterações na estrutura e na função cardíaca dos ratos parecem estar relacionadas 20 

com danos nos parâmetros funcionais do músculo esquelético, ou seja, uma mesma dose de 21 

doxorrubicina promove um redução de ~54% e de 60% na força muscular específica do 22 

músculo EDL e sóleo, respectivamente, enquanto na função cardíaca a redução é de ~25% 23 

fração de ejeção e de ~45% na velocidade máxima do fluxo sanguíneo aórtico (HYDOCK et 24 

al., 2011; JADAPALLI et al., 2018). Assim, apesar das células cardíacas serem mais 25 

sensíveis e afetadas a ação da doxorrubicina do que as células do músculo esquelético, 26 

segundo HYDOCK et al.,(2011) a  função do músculo esquelético acaba sendo mais afetada 27 

do que as funções cardíacas. 28 

Assim, como as alterações cardíacas estão relacionadas com a perda de função no 29 

músculo esquelético estas parecem também estar associada a atrofia do baço (JADAPALLI et 30 

al., 2018). Nosso estudo mostrou uma redução significativa no peso do baço e dos seus 31 
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folículos provocada pelo tratamento com doxorrubicina (Figura 17), que em conjunto aos 1 

resultados encontrados na histologia do coração, sugerem uma toxicidade esplenocardica. 2 

Esses resultados estão de acordo com os encontrados em estudos prévios que mostraram 3 

redução do peso do baço induzido pelo tratamento com doxorubicina (3 doses de 7mg/kg com 4 

infusão a cada 7 dias) e isso interfere negativamente na resposta imune afetando o 5 

funcionamento das enzimas COX (ciclooxigenase) e LOX (lipoxigenase) causando 6 

imunosupressão (JADAPALLI et al., 2018). Os leucócitos do baço são capazes de detectar 7 

lesão cardíaca ou acidente cardiovascular periférico, assim o processo de fibrose é iniciado e 8 

como consequência desse fenômeno de depuração e resolução da lesão pode ocorrer 9 

insuficiência cardíaca (JADAPALLI et al., 2018; LIU, C. et al., 2021).  10 

Essas alterações relacionadas a resposta imune e cardiotoxicidade são 11 

complementadas quando analisados os níveis de IL-6 no coração dos animais tratados com 12 

doxorubicina neste estudo. O aumento de citocinas inflamatórias em doenças cardíacas, como 13 

insuficiência cardiaca já é conhecido, porém o aumento de IL-6 no tecido cardíaco induzido 14 

pela administração de doxorrubicina é controverso (MANN, D. L., 2002; NIU et al., 2009). 15 

A suplementação com creatina mitigou a perda de força e atrofia muscular promovido 16 

pelo tratamento com doxorrubicina 17 

A importância da doxorrubicina no tratamento do câncer é indiscutível. Se por um lado os 18 

efeitos benéficos da doxorrubicina contra o tumor reduziram a mortalidade por câncer de 19 

mama para cerca de 10%, por outro lado, esse aumento da sobrevida dos pacientes aumentou 20 

significativamente a incidência dos efeitos colaterais do quimioterápico (CARRASCO et al., 21 

2020; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017,  2018). Por essa razão, conhecendo a importância 22 

da doxorrubicina no tratamento do câncer, a busca por estratégias que amenizem os efeitos 23 

colaterais das doxorrubicina devem ser investigadas com o objetivo de fornecer uma melhor 24 

qualidade de vida e evitar a interrupção do tratamento. Como a principal hipótese da 25 

toxicidade muscular induzida pela doxorrubicina é derivada do aumento exacerbado da 26 

produção de ERO muitos antioxidantes como vitamina C, E,  extrato de polifenol da uva, 27 

ácido chicórico, ácido docosahexaenóico (DHA), carvedilol, L-carnitina, coenzima Q-10 entre 28 

outros já foram testados buscando alternativas para amenizar os efeitos colaterais do 29 

tratamento com doxorrubicina (CARRASCO et al., 2020; JABŁOŃSKA-TRYPUĆ et al., 30 

2018; SERGAZY et al., 2020; VINCENT et al., 2013).  Assim, a suplementação de creatina 31 
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foi considerada como alternativa nesse estudo não somente  por sua ação antioxidante (direta 1 

e indireta), mas também devido aos seus efeitos pleotróficos, e devido a isso, a suplementação 2 

com creatina deve ser considerada como estratégia para retardar a sarcopenia 3 

(CORDINGLEY; CORNISH; CANDOW, 2022; GUESCINI et al., 2017). 4 

Alguns estudos já mostraram o potencial da creatina em modelo animal em reduzir o 5 

tamanho do tumor, amenizar a perda de massa corporal, diminuir o estresse oxidativo causado 6 

pelo tumor, atuar como anti-inflamatório através da redução de citocinas inflamatórias (TNF-7 

α e IL-6), promover alterações morfológicas no baço (diminuiu o tamanho do folículo do 8 

baço), aumentar a imunidade das células T anti-tumorais e prevenir o aumento de genes 9 

chaves da atrofia muscular induzida pelo tumor (Atrogin-1 e Murf-1), e ainda quando 10 

utilizada em conjunto a outras substâncias (metilglioxal e ácido ascórbico) aumentou a 11 

sobrevida dos animais com tumor  (CAMPOS-FERRAZ et al., 2014,  2016; CELLA et al., 12 

2019,  2020; CORDINGLEY; CORNISH; CANDOW, 2022; DEMINICE et al., 2016; DI 13 

BIASE et al., 2019; PAL; ROY; RAY, 2016; PATRA et al., 2012). Entretanto pouco se sabe 14 

sobre o uso dos quimioterápicos, em especial da doxorrubicina, em conjunto a suplementação 15 

de creatina. Partindo da ideia de que uma das formas de utilizar a suplementação de creatina 16 

no tratamento do tumor é em conjunto com o tratamento quimioterápico é fundamental 17 

estudar os possíveis riscos e benefícios da suplementação de creatina diante os efeitos 18 

colaterais do tratamento com doxorrubicina antes de ofertá-la para paciente em fase de 19 

tratamento. 20 

Os resultados da suplementação de creatina sobre a força muscular encontrados nesse 21 

estudo são promissores e complementam os resultados encontrados em modelo ex vivo em 22 

estudos prévios. A suplementação de creatina retardou a perda de força muscular induzida 23 

pelo tratamento com doxorrubicina como podemos observar na progressão de força dos 24 

animais e na carga carregada pelos animais no teste da escalada. No estudo BREDAHL; 25 

HYDOCK, (2017) a suplementação de creatina protegeu o músculo EDL e sóleo contra a 26 

redução da produção de força máxima induzida pelo tratamento agudo de 20 mg/kg de 27 

doxorrubicina em modelo ex vivo (BREDAHL; HYDOCK, 2017). 28 

Esses resultados em conjunto com os dados de atrofia muscular presentes nesse estudo, 29 

em que a suplementação de creatina mitigou a atrofia muscular do músculo sóleo e EDL 30 

sugerem um efeito protetor da suplementação de creatina na toxicidade do músculo 31 

esquelético induzido pelo tratamento com doxorrubicina que reflete na força dos animais. No 32 

presente estudo foi encontrado um aumento na GSH/GSSG, o que sugere melhora na 33 
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capacidade antioxidante no músculo, entretanto os mecanismos que podem estar por de trás 1 

dessa proteção permanecem desconhecidos.  2 

A literatura apresenta diversos efeitos protetores da suplementação de creatina contra 3 

disfunções musculares principalmente através da capacidade da suplementação em aumentar a 4 

reserva de PCr favorecendo a oferta de ATP (BREDAHL et al., 2020; BREDAHL; 5 

HYDOCK, 2017). Para os músculos glicolíticos, como no músculo EDL, a principal 6 

especulação é de que uma maior disponibilidade energética na célula, devido ao aumento da 7 

reserva de PCr pela suplementação de creatina, faz com que o músculo demore mais para 8 

entrar em fadiga (BREDAHL; HYDOCK, 2017). Enquanto nos músculos aeróbicos, como no 9 

sóleo, a suplementação de creatina exerce efeitos na Ck mitocondrial (mtCK), enzima essa 10 

responsável em catalisar o ATP sintetizado na mitocôndria e a creatina do citosol para 11 

regenerar PCr no sarcoplasma (BREDAHL; HYDOCK, 2017). Tokarska-schlattner, 12 

Wallimann e Schlattner, (2002) mostraram que o tratamento com doxorrubicina prejudica a 13 

função da enzima mtCK. E ainda, estudos em cultura de célula realizados em cardiomiócitos 14 

demonstraram que o tratamento com doxorrubicina atrapalha a reciclagem de ADP pela PCr, 15 

o transporte de creatina e altera a cinética da enzima creatina quinase, sendo esses mais alguns 16 

dos mecanismos pelo qual a doxorrubicina promove aumento da produção de ERO e 17 

consequente disfunção mitocondrial (BREDAHL et al., 2020; SESTILI et al., 2016; 18 

TOKARSKA-SCHLATTNER et al., 2006,  2007).  19 

Dessa forma, sabendo que a doxorrubicina provoca disfunções mitocondriais e atrapalha o 20 

metabolismo aeróbico, o aumento da reserva de PCr fornecido pela suplementação de creatina 21 

pode vir a ser uma saída para suprir as necessidades energéticas da célula e amenizar a atrofia 22 

muscular induzida pelo tratamento com doxorrubicina (BREDAHL et al., 2020; BREDAHL; 23 

HYDOCK, 2017; SESTILI et al., 2016; TOKARSKA-SCHLATTNER et al., 2006,  2007). 24 

Outro resultado que merece destaque nesse estudo são os níveis de IL-6 encontrados no 25 

coração e depleção linfoide no baço. Esses resultados estão relacionados com a resposta anti-26 

inflamatória da suplementação de creatina que muitos estudos já têm descrito. Cordingley, 27 

Cornish e Candow (2022) apresentaram uma série de situações (modelos de artrite e 28 

osteoartrite, câncer, inflamações hepáticas, modelos de exercício, entre outras condições) as 29 

quais a suplementação de creatina foi efetiva em diminuir marcadores inflamatórios, porém 30 

mais estudos para compreender os mecanismos pelos quais a creatina consegue exercer essa 31 

função são necessários. 32 
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8 LIMITAÇÕES 1 

Algumas limitações do trabalho devem ser consideradas. O presente estudo não representa 2 

um cenário clínico uma vez que apenas pessoas com câncer fazem uso da doxorrubicina, e 3 

existem interações importantes que devem ser consideradas quando estudado um modelo 4 

animal com tumor e um animal saudável recebendo quimioterapia. Para conseguirmos 5 

compreender se os efeitos da suplementação de creatina amenizando a perda de força e atrofia 6 

muscular são realmente compensadores, devido principalmente sua ação nas citocinas e baço 7 

é necessário um estudo com modelo de tumor para observar se a suplementação de creatina 8 

não impede ou atrasa o efeito da doxorrubicina nas células tumorais, uma vez que o 9 

mecanismo de ataque da doxorrubina nas células tumorais é através da imunossupressão.  10 

Uma vez que a pesquisa experimental deve servir como base para estudos com humanos, 11 

muitos estudos devem ser conduzidos antes desses achados serem levados para humanos. 12 

Como perspectivas futuras, deve-se pensar também no uso da suplementação de creatina após 13 

o fim dos ciclos de quimioterápicos. O principal foco do estudo foi investigar os mecanismos 14 

pelo qual os ciclos de doxorrubicina podem prejudicar a função física e o músculo esquelético 15 

dos animais e se a suplementação de creatina exerce alguma interação com a doxorrubicina, 16 

uma vez que a literatura apresenta em sua maioria estudos com dose aguda avaliando esses 17 

aspectos e o tratamento na prática clínica é comumente realizado em ciclos que duram meses. 18 

Por fim, o trabalho carece de análises de função cardíaca de forma a conseguir avaliar melhor 19 

os efeitos da suplementação de creatina nas funções cardíacas, mas contribui para a literatura 20 

quando destacados os testes de força e função muscular, devido à escassez de estudos 21 

analisando essas variáveis em modelos animais.  22 

  23 



68 

 

9 CONCLUSÕES 1 

A utilização de ciclos de 6 mg/kg a cada 5 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg) de 2 

doxorrubicina é compatível com o tratamento em pacientes oncológicos onde há significativa 3 

perda de massa corporal e consequentes disfunções físicas, caracterizadas principalmente pela 4 

atrofia do músculo esquelético e cardíaco, perda de força e de função, sendo esses os 5 

principais definidores da sarcopenia e fragilidade.  6 

A suplementação de creatina mitigou a perda de força, atrofia muscular promovida 7 

pela doxorrubicina, além de apresentar ação anti-inflamatória no músculo cardíaco assim, a 8 

suplementação de creatina pode ser uma estratégia para amenizar a toxicidade muscular 9 

induzida pelo tratamento com doxorrubicina, porém mais estudos são necessários. 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

  18 
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