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RESUMO

Introducdo: A doxorrubicina (DOX) é um quimioterapico muito utilizado no tratamento de
diversos tipos de cancer. Devido a um aumento na producdo de radicais livres a DOX induz
miotoxicidade prejudicando a qualidade de vida dos pacientes. Sabendo dos efeitos
pleotropicos da suplementacdo de creatina no musculo 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 forca, massa muscular e funcdo fisica, parametros
definidores da sarcopenia e fragilidade em camundongos e; 2) estudar os efeitos da
suplementacdo de creatina sobre esses parametros 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,
compativel com o tratamento oncoldgico, Util 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
parametros da sarcopenia e fragilidade- perda de forca, atrofia muscular e perda de funcao-
em camundongos expostos a 18 mg/kg fracionados em 15 dias. Experimento 3- analisar 0s
efeitos da suplementacdo de creatina na ragdo (4%) sobre a perda de forca, atrofia e fungéo
muscular promovidos pelo tratamento com DOX em camundongos expostos a 16 mg/kg
fracionados em 20 dias. Resultados O tratamento com DOX promoveu reducdo da forca 20%
(P<0,05) a partir do décimo dia e atrofia muscular, distirbios compativeis com a sarcopenia e
induziu um escore de fragilidade moderado (P<0,05). A suplementacédo de creatina modulou a
perda de forca promovida pela DOX, amenizou a atrofia dos musculos EDL e soleo, reduziu
os niveis de IL-6 (interleucina-6), reduziu a deplecdo linfoide esplénica retardou a reducéo do
foliculo do baco, mas ndo alterou o escore de fragilidade. Conclusdes: O tratamento com
DOX promoveu perda de forca, funcdo muscular e atrofia, principais definidores da
sarcopenia e fragilidade. A suplementacdo de creatina pode ser uma estratégia para auxiliar a
amenizar a perda de forca promovida pela DOX.

Palavras-chave: antraciclinas; atrofia; perda de funcéo; creatina
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toxicity in C57/BL/6 mice: effect of creatine supplementation. 2022. 86 p. Doctoral thesis
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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.



Figural—

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

LISTA DE FIGURAS

Mecanismos de miotoxicidade induzidos pelo tratamento com

JOXOTTUDICING. ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e neees

Efeito da suplementagdo de creatina no estresse oxidativo. ATP:
adenosina-trifosfato; CK: creatina quinase; EO: estresse oxidativo;
ERO: espécies reativas de oxigénio; PCr: fosfocreatina; H2O>: perdxido

de hidrogénio. Fonte. Adaptado e traduzido de Arazi, Eghbali, Suzuki,

072 OO

Delineamento experimental 1. Dox-10d (24mg/kg): 4 doses
intrapeitoneais de doxorrubicina na concentracdo de 6mg/kg em dias
alternados durante 10 dias, totalizando 24mg/kg; Dox-15d (24mg/kg): 4
doses na concentragdo de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias,
totalizando 24mg/kg; Dox-15d (18mg/kg): 3 doses concentracdo de
6mg/kg a cada 5 dias durante 15 dias, totalizando 18mg/kg; Dox-20d
(16mg/kg): concentracdo de 4mg/kg a cada 5 dias durante 20 dias,

totalizando 16mMg/Kg; d: dias. ......cccoviiiiiiiic e

Delineamento Experimental 2. 1RM: uma repeticdo maxima, anélise do
ganho de forca muscular; d: dias; Grip teste: Grip strength teste, analise

da forca muscular de traCa0. ..........ccceevveiieiieie e

Delineamento experimental 3 1RM: uma repeticdo maxima para analise

do ganho de forga muscular; d: dias; Grip teste: Grip strength teste para

analise da for¢a muscular de tragao..........ccoevreiereiie e

Testes de forca muscular A) Aparelho para avaliacdo da tracdo

muscular para analise da progressao muscular pelo teste Grip strength

Meter; B) Escada do teste de uma repeticdo méaxima (1RM). ........ccceeveuenees

Quantificacdo da area de seccdo transversa (AST) e deposicdo de

colageno pelo programa Image J........c.covevieieiiiie e

A) Progressdao do peso corporal dos animais e Figura B) Curva de
sobrevida dos animais. Dox- 10d (n=6): concentracdo de 6mg/kg em
dias alternados durante 10 dias (dose acumulativa de 24mg/kg); Dox-
15d: concentracdo de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias (dose
acumulativa de 24mg/kg); Dox 15d- 3 doses: concentragéo de 6mg/kg a

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

.23

.31

.34

.37



concentragdo de 4mg/kg a cada 5 dias durante 20 dias (dose

acumulativa de 16Mg/KQ). ....coereririiieieerese e 44
Figura9 — Pardmetros de forca muscular. A) Ganho de forca no Teste de 1RM

(uma repeticdo maxima) na escada B) Progressdo do ganho de forca

pelo teste Grip strength meter. Valores estdo apresentados em meédia e

desvio padrdo. O simbolo * indicia diferenca estatistica (P <0,05) do

grupo Dox para o grupo C (grafico A: test-t ndo pareado; grafico B:

ANOVA two- way). C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3

injecOes i.p de 6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias

(dose acumulativa de 18 MQ/KQ). ....coveeeierieiiieiesesie e 46
Figura 10 — Analise da atrofia muscular promovido pelo tratamento com

doxorrubicina- coloracdo hematoxilina e eosina (A) Diametro dos

cardiomidcitos e Area de seccdo transversa dos musculos (B)

diafragma, (C) gastrocnémio, (D) s6leo e (E) EDL (extensor longo dos

dedos). F) Fotos representativas. Valores estdo apresentados em

mediana e interquartis. O simbolo * indicia diferenca estatistica (P

<0,05) do grupo Dox para o grupo C (por Wilcoxon signed- rank test).

AST: érea de seccdo transversa; EDL- extenso longo dos dedos; C:

grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injecOes i.p de 6mg/kg de

doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18

10107 (o ) TR TSRS SPSRSPI 48
Figura 11 — Tratamento com doxorrubicina promove aumento do escore de
Fragilidade. .........oooiiiie e 48

Figura 12 — Correlacdo entre escore de fragilidade e ganho de forca muscular do
teste de escalada (A) e area de seccdo transversa (AST) do
QASEIOCNEMIO (B). .eveeueeuieieite sttt 49

Figura 13 — Progressdo de peso corporal dos animais. Valores apresentados em
média e desvio padrdo (C -n=9; Dox e Dox Cr n=10). $ Diferenca dos
grupos Dox e DoxCr em relacdo ao grupo C do dia 6 até o dia 20 (P
<0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injecdes
intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose
acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injegdes
intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose

acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na racdo (4%). ........ 50



Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Area de seccdo transversa dos musculos A) EDL (extensor longo dos
dedos) B) Séleo C) Diafragma e D) Gastrocnémio; Fotos
representativas E) EDL, F) Séelo, G) Diafragma e H) Gastrocnémio.
Dados apresentado em mediana e intervalos interquartis. *Diferenca
dos grupos em relacdo ao grupo C; # Diferenca dos grupos em relagéo
ao grupo Dox (P <0,05). AST: érea de seccdo transversa; C: grupo
controle; Dox: grupo tratado com 4 inje¢des intraperitoneais de 4mg/kg
de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr:
grupo tratado com 4 inje¢Oes intraperitoneais de 4mg/kg de
doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e

suplementado com creatina Na raGa0. ...........cceeveieeriesieeseerie e

Parametros de fragilidade e de forca muscular. (A) escore de fragilidade
calculado pelas variaveis quantificadas pelo teste de campo aberto. B)
Grip strenght meter e C) Teste de 1RM realizado na escada. Valores
apresentados em media e desvio padrdo. *Diferenca dos grupos em
relacdo ao grupo C (P<0,05). # Diferenca dos grupos em relacdo ao
grupo Dox. C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injecGes
intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose
acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injecOes
intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose

acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na racdo; RM:

FEPELICAD MAXIMAL ..evvivierierieiesieeie sttt e re e re e s e e seesaesrestesrenreas

Concentracdo de citocinas no musculo gastrocnémio A) TNF-alfa, B)
IL-6 e marcadores de estresse oxidativo C) MDA, D) GSH, E) GSSG e
F) GSH/GSSG. *Diferenca dos grupos em relacdo ao grupo C; #
Diferenca dos grupos em relagdo ao grupo Dox (P <0,05). C: grupo
controle; Dox: grupo tratado com 4 injegdes intraperitoneais de 4mg/kg
de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr:
grupo tratado com 4 injegOes intraperitoneais de 4mg/kg de

doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e

suplementado COM Creating Na FAGAD. .........coververeerieriisesiieeee e

Pardmetros de caquexia esplenocardiaca. A) Peso do coracdo corrigido
pelo comprimento da tibia B) Deposicdo de colageno nos

cardiomidcitos marcado pela coloracéo tricromico de Masson; C) Peso

.04



do baco corrigido pelo comprimento da tibia; D) Tamanho dos foliculos

marcado pela coloragdo com Hemataxilina e eosina.  Valores

apresentados em media e desvio padrdo. *Diferenca dos grupos em

relacdo ao grupo C (P<0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado

com 4 injecdes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5

dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4

injecBes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias

(dose acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na racao. ....... 57
Figura 18 — Concentragdo de citocinas no coracdo A) TNF-alfa, B) IL-6 e

marcadores de estresse oxidativo C) MDA, D) GSH, E) GSSG e F)

GSH/GSSG. *Diferenca dos grupos em relacdo ao grupo C; # Diferenca

dos grupos em relacdo ao grupo Dox (P <0,05). C: grupo controle; Dox:

grupo tratado com 4 injecOes intraperitoneais de 4mg/kg de

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

grupo tratado com 4 injecbes intraperitoneais de 4mg/kg de

doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e

suplementado com creatina na ragdo. MDA: malondialdeido. GSH:

glutationa; GSSG: glutationa disSUITEtO. .........cccerviieiieriee e 59



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas Gerais .........cccovererereriesennnnens
Tabela 2 — Parametros para anélise do score de fragilidade

Tabela 3 — Caracteristicas GeraisS .........cvvveeeeeeeeeieieeeeeeeeeenn,



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

ADP Difosfato de adenosina

ATP Adenosina-trifosfato

AST Area de secgdo transversa

Atrogin Fbx032- muscle atrophy F-box

Bax BLC-2 associated protein X

BLC-2 Cell lymphoma protein 2

C Grupos que receberam injecoes com solugdes salinas
CEFE Centro de Educacdo fisica

CEUA Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais
COX Ciclooxigenase

DHA Docosahexaendico

DOX Doxorrubicina

Dox Grupos tratados com doxorrubicina

DoxCr Grupos tratados com doxorrubicina e suplementacédo de creatina
DXA Absortometria de raio-x de dupla energia

EDL Extensor longo dos dedos

ERO Espécies reativas de oxigénio

FOXO Forkhead box O

GSH Glutationa

GSSG Glutationa reduzida

HIV Virus da imunodeficiéncia humana

IGF-1 Insulin-like growh fator-1

i.p Intraperitoneal

LC3 Microtubule-associeated proteins 1A/B light chain 3
LOX Lipooxigenase

LPS Indutor de citocinas

mTOR Mammalian target of the rapamycin

Murf Muscle ring finger-1

NADH Nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogense
PCr Fosfocreatina

PGC-1a/B Proliferador de peroxissoma 1a/p

SPPB Short physical performance battery



RM

Repeticdo maxima



5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9

SUMARIO

LN ERI0] 5161070 IR 17
JU ST IR I C AT IV A oottt e e ettt e e e e e re et r e e e e e e e s areeees 19
OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt eeeeeeeaeeeeseeeeeeeeneeeeeneneeeeesenenenenens 21
OBUIETIVOS ESPECTFICOS ... ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e een e e e eeaaees 21
REVISAO DE LITERATURA ..o oot eveee e e e s eeee s aeesaeeseraeenn, 22
DOXORRUBICINA E TOXICIDADE MUSCULAR ....cooeeeeeeeeeeee e 22
DOXORRUBICINA, SARCOPENIA E FRAGILIDADE ......eeeeieeeeeeeee et 26
SUPLEMENTAGAO DE CREATINA . ...cttteeitiee ettt e stteesteeesteeesnteeessteeesnaeesssseessnneeanseeeanns 28
IMIE T OD O O G A e esnnnnnnnns 33
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ... eteeetteeeeeeeeeeeee e e e eee e e e e e aeeeee e e eesetaeeerenneeernnnees 33
EXPERIMENTO L ..ottt ettt e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e ereaaees 33
EXPERIMENTO 2 ..o 34
EXPERIMENTO 3 oo 35
DETERMINAGCAO DA FORCA, FUNCAO FISICA E FRAGILIDADE FUNCIONAL ................ 36
EUTANASIA E PREPARACAQO DOS TECIDOS ......uvvriiiiiieeeiiiiirtieeeeeeeessesssrssesssessssssanssnes 38
[ 1Sy 0TI T V- TR 39
ANALISES BIOQUIMICAS ..1vveiieeeeiiiiititetee e e e e e seeitttaeeeeseeesssaabtbaeeeeseessesssbsaeeeeeeesssnnsenns 41
AN ALISE ESTATISTICA ettt ettt e et e e et e e e e e e e e e e e e e ee e e eeeaees 41
RESULT AD S ... 43
DISCUSSAO ..ot ee e e e e e et s e et seeeeeeeeesenenenenens 60
LIMITAGOES ...ttt ettt 67
CONGCLUSODES ... e e e e e e es e e eeeeeeees e enesenenens 68
REFERENCIAS ... oottt et e e e e et et e et eeeeeeeseeeeeeeeeeeeeens 69
APENDICE ..ottt ettt ettt et ettt et et e eeae e et et et eteee et eeeeeteeeeenanas 85

APENDICE A ..o et e et e ee e e et e e s e ee et e e et e e s e e e e ae e, 86



© 00 N oo o b~ W N e

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24

25
26
27
28
29
30
31

17

1. INTRODUCAO

A quimioterapia é uma estratégia farmacoldgica importante para a cura do cancer ou
melhora da sobrevida e qualidade de vida dos pacientes. Segundo a Sociedade Americana de
Cancer, em 2016 mais de 15,5 milhdes de criangas e adultos com historico de cancer estavam
vivos nos EUA devido as diferentes formas de tratamento contra o cancer, como a cirurgia,
quimioterapia, terapia hormonal, terapia imunoldgica e radioterapia (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016; MARKMAN; MARKMAN, 2019). De fato, 0 nimero de sobreviventes de
todos os tipos de cancer aumentou consideravelmente nos Ultimos anos, de aproximadamente
3,8 milhdes em 1975 para 15,5 milhdes em 2016 e com perspectiva de aumentar para 18
milhdes até 2022 (DE MOOR et al., 2013). Os sobreviventes de cancer de mama s&o a maior
parcela desse total com 22% ou aproximadamente 3 milhdes de sobreviventes em 2012
(JANET etal., 2013).

As antraciclinas correspondem a uma das classes mais utilizadas de quimioterapicos e
trata diversos tipos de cancer (MCGOWAN et al., 2017). Cerca de 32% dos pacientes com
cancer de mama e aproximadamente 60% dos pacientes que sobrevivem ao cancer sao
tratados com alguma antraciclina (MCGOWAN et al., 2017). E um dos farmacos
antineoplésicos mais potentes no mercado, muito utilizada sozinha ou acompanhada de outros
medicamentos. H& mais de quarenta anos no combate a leucemias e tumores solidos
(CARVALHO et al., 2009; MADKOUR, 2019).

A doxorrubicina € um antibiotico antitumoral isolado de cepas de Streptomyces spp.,
capaz de induzir a morte celular e/ou interferir nas fases do crescimento celular através de
varios mecanismos moleculares como a inibi¢do da topoisomerase 1, bloqueio da sintese de
DNA (&cido desoxirribonucleico) e RNA (&cido ribonucleico) intercalando-se entre os pares
de base ou pela producdo de radicais livres (CHEN, C. et al., 2018; LU, 2005).

Os mecanismos pelos quais a doxorrubicina age ndo sdo especificos para as células
tumorais. O quimioterapico afeta células com alta proliferacdo celular como por exemplo, as
celulas tumorais, células da medula 0ssea, células intestinais, cabelo, assim como também
afeta 0 musculo cardiaco e esquelético o que resulta em uma série de efeitos colaterais como
perda de cabelo, perda de apetite, morte das células da medula 6ssea, miotoxicidade entre
outros (CARVALHO et al., 2009; DENARD; LEE; YE, 2012; KWON, 2020; SONGBO et
al., 2019; TARPEY et al., 2019). A toxicidade muscular promovida pela doxorrubicina
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geralmente prejudica a qualidade de vida dos pacientes, apresentado como aumento da fadiga
e da fraqueza- principais sinais de sarcopenia- 0 que muitas vezes pode retardar o tratamento
e até mesmo ser letal para os pacientes (VALIYIL; CHRISTOPHER-STINE, 2010). Estudos
tém mostrado que, de forma geral, pacientes com cancer e sarcopénicos sobrevivem menos do
que pacientes que ndo desenvolvem sarcopenia (ANJANAPPA et al., 2020; HUANG et al.,
2017; TAN et al., 2015).

Dessa forma compreender as alteracdes sobre os principais moderadores de sarcopenia
(perda de forca, funcdo e atrofia muscular) pode auxiliar a desenvolver estratégias de
intervengdo para amenizar os efeitos colaterais causados pelo tratamento com doxorrubicina.
Uma das alternativas descritas na literatura para retardar os efeitos da sarcopenia é o uso da
suplementacdo de creatina principalmente devido seus efeitos energéticos e antioxidantes
(GUESCINI et al., 2017; KREIDER et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

A doxorrubicina ¢ uma antraciclina amplamente utilizada no tratamento de diversos
tipos de cancer. Entretanto, a0 mesmo tempo que atua sobre as células tumorais a
doxorrubicina atinge células saudaveis do coragdo, musculo esquelético e outros tecidos,
causando efeitos colaterais que comprometem fisicamente o individuo através de alteracdes
vasomotoras, depressao, fadiga e perda de forgca que podem se manifestar tanto a curto quanto
a longo prazo prejudicando a qualidade de vida dos pacientes (GANZ et al., 2008). Os
principais mecanismos relacionados a alta toxicidade muscular promovida pela doxorrubicina
estdo associados ao aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e inducdo de
estresse oxidativo provocados pela metabolizagdo da doxorrubicina que provocam a ativagéo
de vias proteoliticas (KWON, 2020; SMUDER et al., 2011).

Estudos prévios demonstram que o tratamento com alguns quimioterapicos (taxanos,
poliquimioterapia, capecitabine, epirubicina, cisplatina entre outros) promovem sarcopenia
(BOZZETTI, 2020). Uma vez que 0 paciente apresente sarcopenia, o tratamento se torna
menos efetivo, mais toxico para o organismo, sendo necessario, muitas vezes, sua interrup¢ao
(BOZZETTI, 2020). Uma das explicacbes para uma maior toxicidade em pacientes
sarcopénicos é dada pela variacdo farmacocinética da droga, a qual utiliza a area de superficie
corporal dos pacientes para calculo da dose, assim, pacientes com baixa massa corporal magra
tem baixo volume de distribuicdo de droga, e por outro lado estados pré-inflamatérios podem
levar um aumento da exposicédo sistémica de drogas citotoxicas (ANJANAPPA et al., 2020;
PRADO et al., 2011).

Sabendo gue o diagndstico da sarcopenia pode ser um dos definidores da continuidade
ou interrupgdo do tratamento quimioterapico, além de ser um forte indicativo de sobrevida,
fica clara a importancia de avaliar se o tratamento com doxorrubicina induz sarcopenia.
Apesar de haver estudos analisando a toxicicidade da doxorrubicina no musculo esquelético e
cardiaco, pouco se sabe sobre os efeitos desta droga na perda de forca e de funcdo fisica. Por
essa razdo, torna-se necessario estudar os efeitos da doxorrubicina sobre os principais
componentes da sarcopenia e fragilidade funcional, com finalidade de buscar estratégias

terapéuticas que amenizem esses distarbios.

Dados da literatura sdo expressivos em relacdo a cardiotoxicidade e miotoxidade
induzidos pela doxorrubicina, no entanto, a maioria dos estudos utiliza administracdo Unica

com doses elevadas de doxorrubicina como forma de induzir a toxicidade (BREDAHL et al.,
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2016; GILLIAM et al., 2011a; GILLIAM; ST. CLAIR, 2011; HAYWARD et al., 2013;
KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014; LIU, J. et al., 2019; QUINN; HYDOCK, 2017;
SMUDER et al., 2011; YU et al., 2014), o que difere do tratamento quimioterapico realizado
em pacientes oncoldgicos. O tratamento quimioterdpico é geralmente realizado em ciclos,
permitindo que o paciente tenha um tempo de recuperagdo entre uma dose e outra (D’LUGOS
et al., 2019; DE LIMA et al., 2016; HUANG et al., 2017; HULMI et al., 2018; NISSINEN et
al., 2016). Assim, é importante desenvolver modelo pré-clinico que se aproxime do

tratamento quimioterapico em humanos e que seja compativel com o estudo de miopatias.

A creatina tem sido testada com sucesso em situacdes que causam miopatias, devido
as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e anti-atroficas em doencas que
promovem perda de massa muscular, como o cancer, através da amenizagdo da perda de
massa muscular e da forca (CAMPOS-FERRAZ et al., 2014, 2016; CELLA et al., 2019;
DEMINICE et al., 2016; GUALANO et al., 2012; HARMON et al., 2021; HESPEL et al.,
2001; JOHNSTON et al, 2009; MARZUCA-NASSR et al, 2019; SAKKAS;
SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009). Apesar do efeito energético da suplementacdo de
creatina no musculo esquelético, um estudo conduzido em ratos demonstrou que esta ndo é
capaz de fornecer energia para o tecido tumoral num modelo de Walker-256, uma vez que o
tumor fosse capaz de utilizar a creatina como fonte de energia, isto poderia resultar em

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

No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos da suplementacdo de creatina sobre a
toxicidade cardiaca e muscular induzida pela doxorrubicina. Considerando os resultados
anteriores, nossa hipotese é que a suplementagdo com creatina possa diminuir a toxicidade da
doxorrubicina promovida pelo aumento de ERO e pela ativagdo de vias de degradacédo de
proteinas e atrofia muscular e como consequéncia amenizar perda de massa e funcgéo

muscular.
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3. OBJETIVOS

Os objetivos principais do presente estudo s&o 1) determinar o efeito da doxorrubicina
sobre os principais moderadores da sarcopenia: perda de forca, massa muscular e disfuncdes
fisicas; e 2) analisar efeito da suplementacéo de creatina sobre a toxicidade e atrofia muscular

cardiaca e esquelética induzida pela doxorrubicina.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Desenvolver modelo pré-clinico de tratamento com doxorrubicina em ciclos, compativel
com o tratamento de pacientes oncoldgicos, que seja util para estudo de miopatias em

camundongos.

2) Determinar o efeito do tratamento em ciclos com doxorrubicina sobre os principais
moderadores da sarcopenia em camundongos: perda de massa e forca musculares e

disfuncdes fisicas.

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

pelo tratamento em ciclos com doxorrubicina.
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4, REVISAO DE LITERATURA
4.1 DOXORRUBICINA E TOXICIDADE MUSCULAR

A perda de massa muscular influencia na resposta ao tratamento do cancer. Pacientes
que apresentam perda de massa muscular possuem pior prognéstico e aumento da toxicidade
induzida pelo quimioterapico (HIENSCH et al., 2020). A manutencdo da massa muscular
normalmente implica numa melhor resposta ao tratamento e aumento da sobrevida do
paciente (HIENSCH et al., 2020).

Entretanto, ja se sabe que um dos efeitos colaterais da doxorrubicina é a miotoxicidade
que estd relacionada a um aumento do estresse oxidativo causando atrofia do mdsculo
esquelético e cardiaco (KWON, 2020; NESAKUMAR et al., 2018; TARPEY et al., 2019).
Um adulto normal perde cerca de 1.3% de massa muscular por ano, enquanto pacientes
submetidos ao tratamento com diferentes tipos de quimioterapico (taxanos, poliquimiterapia,
capecitabina, epirrubicina, cisplatina entre outros) apresentam perda de 6,2% a cada 100 dias
(BOZZETTI, 2020). Uma vez que essa perda de massa muscular afeta exacerbadamente a
vida do paciente é provavel que o tratamento seja interrompido ou postergado (RAUSCH et
al., 2021).

Um dos motivos pelo qual o tratamento com doxorrubicina induz miotoxicidade, € o
acumulo de doxorrubicina e do seu metabdlito doxorrubicinol no tecido muscular que persiste
mesmo apds o término do tratamento (GOUSPILLOU et al., 2015; TARPEY et al., 2019). A
acdo anticancer da doxorrubicina ocorre principalmente através da sua estrutura molecular em
quinona, a qual é oxidada e atraves de uma reacdo reversivel forma um metabdlito instavel, a
semiquinona (THORN et al., 2011; ZHU et al., 2016). Essas estruturas quinonas apresentam
interesse toxicoldgico e farmacologico consideraveis devido sua habilidade de formar ERO
(BOLTON; DUNLAP, 2017). A quinona altera a conformacdo da estrutura molecular da
doxorrubicina auxiliando a ligacdo da doxorrubicina na molécula de DNA (DI et al., 2020).
Assim, cada vez que a quinona altera a conformacdo da estrutura molecular da doxorrubicina
ha a formacéo de radicais livres que podem interagir com o oxigénio e formar ERO (Dl et al.,
2020; THORN et al., 2011). A Figura 1 apresenta um resumo dos mecanismos pelos quais a
doxorrubicina induz miotoxicidade. Uma vez que a doxorrubicina consegue se intercalar no
DNA ela diminui a atividade da enzima topoisomerase Il, enzima essa responsavel pelo
processo de replicacdo do DNA e altamente expressa em células cancerigenas, além de causar

danos irreparaveis no DNA (SONGBO et al., 2019). Os mesmos mecanismos que eliminam
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1  as células tumorais (aumento de ERO) e os mecanismos que inibem o desenvolvimento do
2  tumor (inibicdo da topoisomerase Il) sdo também responsaveis por induzir miotoxicidade
3 (ZHUetal., 2016).

Doxorrubicina (DOX)
|
[ \
Intercalagio da DOX no DNA Disfung¢des Mitocondriais
DNA damage ‘;1&‘,—"/ Cadeia transportadora de ‘
\x"\\ o v ~~.|_elétrons (CTE) complexos
- @ @
G o © ;% ’
o s HJ_ t Liberacdo de Calcio
Sintese e replicagio do
DNA
Calpaina
/\ Caspase-12
Bax/Ble-2ratio .
§ PGC-1a/p  Radicais ciocomoc 4 ERO LC3-lFOXO3
: Caspase-9 Atrogin-1
livres )y 1 w‘
l\‘ t Apoptose Proteolise

Estresse Oxidativo (UP, Autofagia)

-

t ERO Morte Celular

4
5 Figura 1- Mecanismos de miotoxicidade induzidos pelo tratamento com doxorrubicina.
6 Bax: BLC-2 associated protein X; BLC-2: Cell lymphoma protein 2; DOX: doxorrubicina;
7  DNA: &cido desoxirribonucleico; ERO: espécies reativas de oxigénio; FOXO003 forkhead box
8  03; LC3-II: microtubule-associated proteins 1A/B light chain 3B-1l; PGC-1a/B: proliferador
9  de peroxissoma la/B. Fonte: adaptado e traduzido de Kwon, (2020).

10 Outra forma que o tratamento com doxorrubicina promove miotoxicidade € a inibicdo

11  de proteinas de biogénese mitrocondrial (como por exemplo, PGCl-a: proliferador de
12 peroxissoma 1-a), resultando em disfun¢des mitocondriais, como por exemplo: 1) liberagdo
13  exacerbada de calcio na célula, o que altera a permeabilidade de membrana causando a
14 liberacdo do citocromo c (proteina importante para ativacdo das caspases e ativacdo da
15 apoptose celular); 2) lesGes nos complexos da cadeia transportadora de elétrons as quais
16  prejudicam a capacidade antioxidante da célula promovendo formacdo excessiva de radicais
17  libres e ERO. Essas alteracbes comprometem todo o metabolismo energético celular
18 (GUVEN; SEVGILER, 2018; KWON, 2020).

19 A afinidade da doxorrubicina pela membrana interna da mitocondria em conjunto com
20  essas disfuncbes mitocondriais causadas pelo tratamento com doxorrubicina promovem um

21  aumento ainda maior da producdo de ERO, pois facilita que a doxorrubicina seja reduzida
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pelo NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogense) resultando na formacdo de
superoxido e levando a célula a um estado de estresse oxidativo com consequente ativacao de
proteinas chaves dos mecanismos de protedlise, como por exemplo proteinas do sistema de
autofagia (LC3: microtubule-associated proteins 1A/B light chain 3B; e Beclin) e do sistema
ubiquitina-proteassoma (Murf: muscle ring finger-1; atrogin-1: Fbxo32- muscle atrophy F-
box e FOXO: forkhead box O) até que ocorra a morte celular (DOERR et al., 2020; KWON,
2020; SMUDER et al., 2013; TARPEY et al., 2019).

O processo de autofagia € um processo autodestrutivo, o qual se inicia com a formacao
dos fagoforos envolvendo a organela/proteina danificada com o auxilio da proteina Beclin-1 e
LC3 (DOS SANTOS et al., 2016). A proteina Beclin-1 estd relacionada com o inicio do
processo de autofagia, iniciando a formagcdo da membrana de isolamento do autofagossomo,
enquanto a LC3 auxilia o alongamento e fechamento do autofagossomo (SMUDER et al.,
2013). O autofagossomo fornece uma segunda membrana para envolver completamente a
organela que sera degradada (SMUDER et al., 2013). O préximo passo da autofagia é a fusdo
do autofagossomo com o lisossomo para degradar a organela envolvida com a liberacdo de
proteases lisossomais (DOS SANTOS et al., 2016). O tratamento com dose unica de
doxorrubicina em animais saudaveis (20mg/kg do peso corporal i.p) 24h antes da morte dos
animais promoveu aumento da sinalizacdo da autofagia nos cardiomidécitos caracterizado pelo

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

Em outro estudo, a mesma concentracdo de doxorrubicina (20mg/kg do peso corporal
i.p.) em animais saudaveis ativou a via de sinalizacdo da FoxO, que interage com genes
relacionados com atrofia muscular e promoveu reducdo de aproximadamente 20% na area de
seccao transversa do musculo plantar e de ~36% no diafragma, além de reduzir em ~35% a
forca diafragmética (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014; MIN et al.,, 2015). Ao
submeter os animais ao tratamento com ciclos de doxorrubicina (2,5 mg/kg de peso corporal,
I.p.; duas vezes por semana por 42 dias) foi encontrado atrofia muscular no musculo
gastrocnémio de ~50% (DE LIMA et al., 2016). Essa atrofia estd relacionada com a
desforilagdo da FoxO e sua consequente translocacdo para o nucleo ativando a transcri¢do de
E3 ligases, como a Murf-1 e Atrogin-1 (DE LIMA et al.,, 2016). Essas E3 ligases sdo
responsaveis por marcar as proteinas defeituosas para entrarem no sistema ubiquitina-
proteassoma e serem degradadas em peptideos (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014).

Assim, quanto mais proteinas forem marcadas com as E3 ligases, maior serd a ativacdo do
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ubiquitina-proteassoma o que culmina num aumento da degradacdo de proteinas (KAVAZIS;
SMUDER; POWERS, 2014; WILLIS et al., 2019).

No musculo cardiaco os resultados encontrados sdo parecidos. O aumento exacerbado
de ERO ¢ o principal responsavel pela cardiotoxicidade induzida pelo tratamento com
doxorrubicina (SONGBO et al., 2019). Os cardiomidcitos séo as células que mais consomem
0xigénio no nosso organismo (cerca de 0,1ml de oxigénio por minuto em repouso) e por isso
sdo as células com maior volume de mitocondrias do nosso organismo, assim, essa grande
quantidade de mitocdndrias nos cardiomidcitos é uma das explicacdes pelas quais o coragdo é
um alvo dos efeitos colaterais do tratamento com doxorrubicina e tende a sofrer lesdes
(GOFFART; VON KLEIST-RETZOW; WIESNER, 2004; SONGBO et al., 2019).

Cerca de 50% dos pacientes submetidos ao tratamento com doxorrubicina irdo
apresentar alguma cardiotoxicidade ao longo da vida (CARVER; SZALDA; KY, 2013). De
acordo com resultados obtidos com exames de ressonancia magnética em pacientes, a
cardiotoxicidade aguda j& aparece ap6s um més de inicio da terapia com antraciclinas,

caracterizada pela diminuicdo da massa do musculo cardiaco (WILLIS et al., 2019).

Em animais, o tratamento com doxorrubicina também induz a uma rapida diminui¢do
no peso do musculo cardiaco, sendo esse efeito agudo por conta da atrofia dos cardiomiécitos
(WILLIS et al., 2019). Para verificar os mecanismos envolvidos na atrofia induzida pelo
tratamento de doxorrubicina Willis et al (2019) utilizaram uma dosagem de 20mg/kg de
doxorrubicina durante 7 dias e encontraram aumento na expressdo de Murf-1 no coracdo de
camundongos. Apds isso, submeteram camundongos congénicos Murf-17 ao mesmo
tratamento com doxorrubicina e observaram que esses animais estavam protegidos da atrofia
cardiaca induzida pela doxorrubicina (WILLIS et al., 2019). Esses resultados demonstraram
um importante papel da Murf-1 na atrofia cardiaca aguda promovida pela doxorrubicina
(WILLIS et al., 2019).

Os pacientes tratados com doxorrubicina frequentemente apresentam perda de massa
muscular e reclamam de fraqueza e fadiga, o que prejudica a qualidade de vida dos pacientes
(GILLIAM; ST. CLAIR, 2011; HIENSCH et al., 2020; RYAN et al., 2019). A perda de forga
e perda de funcdo muscular podem ser o produto dessa degradagdo muscular exacerbada
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(HAYWARD et al., 2013; TARPEY et al., 2019). Tais efeitos adversos relacionam-se com
diferentes condic6es patoldgicas, dentre elas, a sarcopenia.

4.2 DOXORRUBICINA, SARCOPENIA E FRAGILIDADE

As alteracdes no musculo esquelético prejudicam a qualidade de vida dos sujeitos, por
essa razao a sarcopenia tem ganhado destaque na pesquisa nos ultimos anos. A definicdo dada
para sarcopenia segundo o Consenso Europeu de sarcopenia (2019) caracteriza a alteragéo
como uma desordem muscular progressiva e generalizada que compromete a funcéo fisica do

individuo aumentando o risco de quedas, fraturas e a mortalidade.

A sarcopenia foi por muito tempo associada a idade, muitos pensavam que a
sarcopenia s6 estava presente em pessoas idosas. Bauer et al (2019) caracterizam dois tipos de
sarcopenia, e definiram a sarcopenia primaria como aquela relacionada a idade e a sarcopenia
secundaria relacionada a doencas. Essa Ultima apresenta-se mais comumente associada ao
cancer (BAUER et al., 2019). Ja foi descrito que pacientes com céncer de célon podem
perder, em um periodo de 12 meses, massa muscular equivalente ao que um adulto sem
cancer perderia em 30 anos (correspondente a uma perda acumulativa de ~15.6% de massa
muscular) (BAUER et al., 2019).

Atualmente, a primeira andlise realizada para diagnosticar a sarcopenia em pacientes
sdo os testes de forgca, como por exemplo o0 hand grip ou o teste de sentar e levantar da cadeira
(CRUZ-JENTOFT et al., 2019). A confirmacdo do diagnéstico de sarcopenia se da através da
avaliagdo da ‘qualidade e quantidade muscular’, termo utilizado pelos autores do trabalho
para avaliar os aspectos macroscopicos e microscopicos da arquitetura do musculo (CRUZ-
JENTOFT et al., 2019). Essa analise da estrutura muscular basea-se nos resultados de indice
de massa corporal, area de seccdo transversa calculada na biopsia muscular, ressonancia
magnética, tomografia, absorcioometria de raio-x de dupla energia (DXA), bioimpedancia,
entre outras estratégias (CRUZ-JENTOFT et al., 2019). Por fim, para avaliar a severidade da
sarcopenia sdo feitos os testes de fungdo, como por exemplo, a velocidade de marcha, e uma
bateria de testes de desempenho (SPPB- Short physical performance battery), teste timed Up
and Go, teste de caminhada de 400m, entre outros (CRUZ-JENTOFT et al., 2019).

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

alguns quimioterapicos, como por exemplo taxanos, poliquimiterapia (dapsona, clofazimina e
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rifampicina), capecitabina, epirrubicina, cisplatina entre outros, parece ser capaz de induzir a
sarcopenia, aumentando a toxicidade do medicamento e reduzindo a qualidade de vida dos
pacientes. Todos esses quimioterdpicos apresentam mecanismos parecidos com o da
doxorrubicina. Um dos mecanismos de atuacao descritos da doxorrubicina € a interrupcao do
ciclo celular impedindo a replicacdo e sintese do DNA (KIM; LEE; KIM, 2009; KWON,
2020). Os outros quimioterapicos citados também atuam inibindo a sintese e replicacdo de
DNA e/ou RNA (MALTZMAN; MILLAR, 2010). Bozzetti (2020) relatou em sua revisao de
literatura que ap6s o inicio do tratamento com alguns desses quimioterapicos o numero de
pacientes que apresentaram sarcopenia aumentou. Moroshita (2016) analisou o0 quadro de
sarcopenia em pacientes antes e apos quimioterapia e observou aumento de 19% na incidéncia

de sarcopenia apds o inicio do tratamento.

Outro parametro utilizado para predizer a mortalidade e a morbidade que esta
fortemente associado com a sarcopenia é a fragilidade dos pacientes (GENSOUS et al., 2019;
HAO et al.,, 2019; PAMOUKDIJIAN et al., 2020; SPEECHLEY; TINETTI, 1991). A
fragilidade é um conceito que auxilia a identificar pessoas que precisam de cuidados especiais
(COLLARD et al., 2012). A principal caracteristica de pessoas consideradas frageis é a
incapacidade fisica a qual resulta numa falta de independéncia, apresentando alto risco de
quedas 0 que aumenta os gastos com cuidados com a salde e a hospitalizacdo (RIBEIRO;
HOWLETT; FERNANDES, 2020). Os principais sinais que pessoas frageis apresentam sdo
fraqueza, caminhada lenta, perda de peso corporal e baixa atividade fisica (RIBEIRO;
HOWLETT; FERNANDES, 2020).

Inicialmente a fragilidade foi associada com a idade, partindo da ideia de que ao longo
da vida devido ao processo de envelhecimento as pessoas se tornam frageis e dependentes de
cuidados (SPEECHLEY; TINETTI, 1991). Atualmente, a fragilidade tem sido usada para
avaliar a vulnerabilidade de doencas, principalmente, de pacientes com céncer, HIV (virus da
imunodeficiéncia humana), doencas cardiovasculares e deméncias (RIBEIRO; HOWLETT;
FERNANDES, 2020).

Conhecendo que a sarcopenia e a fragilidade podem atrasar o tratamento dos pacientes
com cancer, diminuir a chance de cura e estdo associados ao aumento da mortalidade fica

claro a importancia de buscar estratégias para auxiliar e retardar o aparecimento dos sintomas
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relacionados a essas varidveis, como por exemplo a perda de forca, de peso corporal e de
funcdo fisica (BOZZETTI, 2020; RIBEIRO; HOWLETT; FERNANDES, 2020).

Uma das medidas recomendadas para auxiliar no conhecimento e prevencdo da
sarcopenia e da fragilidade séo as abordagens nutricionais que contribuem para a manutencéo
da massa muscular e a combinagdo de estratégias que promovam aumento do anabolismo,
como por exemplo o exercicio fisico e sua associagdo com a nutricdo (BAUER et al., 2019).
Outra tarefa que precisa ser desenvolvida é estudar as vias patofisioldgicas que levam a
sarcopenia e a fragilidade, como por exemplo as vias de sinalizacdo que ativam ou inibem
sintese e degradacdo de proteinas (BAUER et al., 2019; RIBEIRO; HOWLETT,;
FERNANDES, 2020).

4.3 SUPLEMENTAGAO DE CREATINA

A suplementacdo de creatina tem recebido consideravel atencdo da area médica. A
creatina € sintetizada endogenamente pelo nosso organismo, entretanto 50% da creatina usada
diariamente € proveniente da alimentacdo sendo encontrada nas carnes vermelhas, peixes e
aves e o restante é resultado da sintese endégena do organismo e grande parte é encontrada no
musculo e cérebro (DIET et al.,, 2011; SMITH; AGHARKAR; GONZALES, 2014). A
principal funcéo da creatina é se ligar ao fosfato através da enzima creatina quinase, formando
assim a fosfocreatina (PCr) (CANDOW et al., 2019). Esse processo € importante para o
organismo pois facilita a transformacéo do ADP (difosfato de adenosina) em ATP (adenosina-
trifosfato), basta que haja a doacédo do fosfato da PCr para o ADP que sera possivel ter energia

disponivel pronta para utilizagdo nas células, o ATP (CANDOW et al., 2019).

O principal objetivo da suplementacdo de creatina € aumentar a reserva de PCr no
musculo esquelético, entretanto sua acdo parece ir além da sua funcdo energética
(GUALANO et al., 2012). Seu reconhecimento na area médica se deve aos efeitos
antioxidantes descritos pela primeira vez por Lawler et al. (2002). Ainda, seu efeito no
fornecimento de energia contribui na manutencdo do peso corporal e da massa muscular e
seus efeitos anti-inflamatdrios sdo conhecidos em algumas doencas que promovem aumento
do catabolismo proteico, como tumores, esclerose lateral amiotrofica, imobilizagdes e
distrofia de Duchenne (BASSIT; CURI; COSTA ROSA, 2008; CAMPOS-FERRAZ et al.,
2016; CANDOW et al., 2019; CELLA et al., 2019; DEMINICE et al., 2009; DEMINICE;
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JORDAO, 2012; KLEY; VORGERD; TARNOPOLSKY, 2007; LAWLER et al., 2002;
TARNOPOLSKY et al., 2004).

Alguns estudos mostraram também evidéncias de que a suplementacdo de creatina,
com ou sem exercicio, € capaz de amenizar alguns efeitos promovidos pela sarcopenia
priméaria (induzida pela idade), promovendo aumento da forca e da massa muscular,
reduzindo o risco de quedas, melhorando a performance fisica e talvez atuando na densidade
mineral 6ssea (CANDOW et al., 2019). O efeito apenas da suplementacdo de creatina na
sarcopenia € controverso, alguns estudos apresentam melhora enquanto outros nao apresentam
alteracdes (CANDOW et al., 2019). Quando analisada a suplementacdo de creatina com o
exercicio resistido os resultados sdo mais consistentes e as melhoras estdo mais presentes
(CANDOW et al., 2019).

Os possiveis mecanismos que explicam essa contribuicdo da suplementacdo de
creatina na manutencao da massa muscular, envolvem a superexpressao da proteina da via de
sintese da mTOR (mammalian target of the rapamycin), e aumento da expressdo do IGF-1
(insulin-like growh fator-1) que também esta relacionado com a via da mMTOR (CANDOW et
al., 2019). Recentemente, foi demonstrado importante papel da suplementacdo de creatina em
reduzir a proteolise via ubiquitina-proteassoma mediante reducdo da geracao de radicais livres
e de mediadores anti-inflamatorios em animais inoculados com tumor de Walker-256,
diminuindo a ativagédo das principais E3 ligases do sistema ubiquitinha-proteassoma, como a
Murf-1 e a Atrogin-1 (CELLA et al., 2019).

Uma das hipdteses do possivel efeito protetor da suplementagdo de creatina nos efeitos
colaterais do tratamento com doxorrubicina estd presente na Figura 2. Acredita-se que a
suplementacdo de creatina possa diminuir o estresse oxidativo e o aumento de ERO induzido
pela doxorrubicina devido seu papel protetor como antioxidante (ARAZI; EGHBALLI;
SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009; GUIDI et al., 2008; SESTILI et al., 2006). O
efeito antioxidante indireto da suplementacdo de creatina se deve a reducdo da sintese de
creatina pelos aminoacidos arginina, glicina e metionina, uma vez que esses aminoacidos nao
precisam sintetizar a mesma quantidade de creatina, eles ficam disponiveis para outras
fungdes do organismo, como por exemplo, sintese de proteinas, de 6xido nitrico e glutationa
(ARAZI; EGHBALI; SUZUKI, 2021; LAWLER et al., 2002; WU; MORRIS, 1998). Além

disso, a suplementacdo de creatina aumenta as reservas de PCr por promover melhora na



A WD e

© 00 ~N o O

10
11
12
13

30

eficiéncia de regenerar ATP, aumenta a resisténcia da célula ao estresse oxidativo (através da
melhora do sistema redox da glutationa e da tioredoxina) e ainda apresenta um efeito
antioxidante direto reduzindo o perdéxido de hidrogénio (Figura 2) (ARAZI; EGHBALI,
SUZUKI, 2021; LAWLER et al., 2002).

Além de prejudicar a fungdo mitocondrial e comprometer a fungéo energética da
celula, a doxorrubicina ainda tem efeito direto sobre a enzima creatina quinase, como
apresentado na Figura 2 (ARAZI; EGHBALI; SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009).
Devido a sua estrutura quinona, a doxorrubicina facilmente oxida a creatina quinase com seu
grupamento tiol (SH) danificando a enzima creatina quinase dificultando a formagdo de
energia (ARAZI; EGHBALI; SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009). Acredita-se que
melhorando a regeneracdo de ATP e exercendo acdo antioxidante, a suplementacdo de
creatina seja capaz de inibir a acdo redox da doxorrubicina sobre a enzima creatina quinase
(Figura 2) (ARAZI; EGHBALLI; SUZUKI, 2021; FIMOGNARI et al., 2009).
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Figura 2- Efeito da suplementacédo de creatina no estresse oxidativo. ATP: adenosina-
trifosfato; CK: creatina quinase; EO: estresse oxidativo; ERO: espécies reativas de oxigénio;
PCr: fosfocreatina; H.O>: perdxido de hidrogénio. Fonte. Adaptado e traduzido de Arazi,
Eghbali, Suzuki, (2021).

Assim, considerando os efeitos colaterais da doxorrubicina e os efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes, anti-atréficos da creatina, alguns autores comegaram a investigar
a capacidade da suplementacdo de creatina amenizar os efeitos colaterais induzidos pela
doxorrubicina (ALJOBAILY et al., 2021; BREDAH.; HYDOCK, 2017; BREDAHL, et al.,
2020; SANTACRUZ et al., 2015; TOROK; BUSEKRUS; HYDOCK, 2020). Utilizando
cultura de células, Bredahl et al., (2020) analisaram mioblastos de musculo esquelético
(RSKMC) e midcitos cardiacos (H9C2) de ratos e expostos a 25 puM doxorrubicina com 10
MM de creatina. Nessa concentracdo de creatina, foi encontrado um efeito citoprotetor tanto
nas células do masculo esquelético quanto nas do musculo cardiaco (BREDAHL, ERIC

CHRISTOPHER et al., 2020). Nos estudos com animas, a suplementagéo com creatina trouxe
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melhoras para o figado, coracdo e musculos (ALJOBAILY et al., 2021; BREDAHL;
BUSEKRUS; HYDOCK, 2020; SANTACRUZ et al., 2015; TOROK; BUSEKRUS;
HYDOCK, 2019). Entre essas melhoras encontrou-se reducao do estresse oxidativo hepatico,
da fibrose e da inflamacdo, com administracdo intraperitoneal (i.p.) de 15 mg/kg de
doxorrubicina e 2% de creatina na racdo por 4 semanas(ALJOBAILY et al., 2021). As
melhoras encontradas no musculo esquelético e cardiaco foram mais exploradas em modelo
ex vivo (BREDAHL.; HYDOCK, 2017). Neste modelo, o musculo soleo e 0 EDL (extenso
longo dos dedos) foram incubados com 25uM de creatina e 24uM de doxorrubicina, sendo
que a creatina protegeu 0 muasculo dos animais do grupo doxorrubicina e creatina,
apresentado uma forca de produgdo e a taxa maxima de forca de producdo iguais aos
apresentados no masculo do grupo controle, parametro para andlise de fadiga (BREDAH;
HYDOCK, 2017). No grupo incubado apenas com doxorrubicina constatou-se aumento mais
baixo na for¢a de produgdo no musculo EDL (BREDAHL.; HYDOCK, 2017).

Os efeitos da suplementacdo de creatina in vivo e 0s possiveis mecanismos protetores
sobre a toxicidade muscular induzida pela doxorrubicina no musculo esquelético e cardiaco
ainda sdo pouco explorados. O mecanismo encontrado da acdo da creatina sobre os danos
causados pela doxorrubicina é principalmente, devido a reducdo do estresse oxidativo e da
inflamacdo (ALJOBAILY et al., 2021). As vias de sinalizagdo que induzem atrofiam
muscular ainda ndo foram analisadas. Sabe-se que a doxorrubicina ativa uma série de vias,
como a autofagia, ubiquitina-proteassoma, calpainas e caspases-3 e que a suplementacdo de
creatina pode exercer acdo sobre alguns desses sistemas (CELLA et al., 2019; KAVAZIS;
SMUDER; POWERS, 2014; WILLIS et al., 2019).
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5. METODOLOGIA
5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados neste estudo, 100 camundongos da linhagem C57/BL/6, pesando
~22¢ provenientes da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram mantidos durante todo o
experimento no Biotério do Centro de Educacdo Fisica (CEFE), da Universidade Estadual de
Londrina. Os animais foram acomodados em gaiolas contendo 5 ou no maximo 6 animais,
com racdo Nuvilab CR-1, Nuvital e agua ad libitum. Todos os procedimentos foram
realizados ap6s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Londrina, registado sob o processo CEUA n° 11131.2019.07 e
seguiram as recomendagdes do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal. Os animais
foram adaptados por duas semanas ao biotério do CEFE antes de iniciar os experimentos. Os
ciclos de quimioterapia de todos os experimentos foram realizados através de injecdes
intraperitoneais com cloridrato de doxorrubicina (Bergamo, Brasil). Neste trabalho foram
realizados trés experimentos, que serdo detalhados a seguir.

5.2 EXPERIMENTO 1

O objetivo deste experimento foi desenvolver modelo pré-clinico de tratamento de
doxorrubicina em ciclos, compativel com o tratamento de pacientes oncoldgico, que seja (til
para estudo de miopatias em camundongos. Para isto, 30 camundongos C57/BL/6 foram
agrupados em um dos cinco grupos experimentais (Figura 3): controle (C; n=6) que
receberam injecGes com solucdo salina; e quatro grupos (n=6/grupo) receberam injecoes
intraperitoneais com doxorrubicina, nos seguintes esquemas: Dox-10d (24mg/kg): 4 doses na
concentracdo de 6mg/kg em dias alternados durante 10 dias, totalizando 24mg/kg; Dox-15d
(24mg/kg): 4 doses na concentracdo de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias, totalizando
24mg/kg; Dox-15d (18mg/kg): 3 doses concentra¢do de 6mg/kg a cada 5 dias durante 15 dias,
totalizando 18mg/kg e Dox-20d (16mg/kg): concentracdo de 4mg/kg a cada 5 dias durante 20
dias, totalizando 16mg/kg.
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Dox-15d (total 24 mg/kg): 6mg/kg a cada 4 dias

Dox-10d (total 24 mg/kg):
6mg/kg- dias alternados 1

| | | |
| I | 1
5
|

5d 10d 1

Dox-15d (total 18mg/kg): 6mg/kg a cada 5 dias

Dox-20d (rotﬂl 16 nlg-"‘kg) 4 lngj‘kg a cada S dias

Figura 3- Delineamento experimental 1. Dox-10d (24mg/kg): 4 doses intrapeitoneais de
doxorrubicina na concentracdo de 6mg/kg em dias alternados durante 10 dias, totalizando
24mg/kg; Dox-15d (24mg/kg): 4 doses na concentragdo de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15
dias, totalizando 24mg/kg; Dox-15d (18mg/kg): 3 doses concentracdo de 6mg/kg a cada 5
dias durante 15 dias, totalizando 18mg/kg; Dox-20d (16mg/kg): concentracdo de 4mg/kg a
cada 5 dias durante 20 dias, totalizando 16mg/kg; d: dias.

Num primeiro momento, para monitoramento das condi¢cBes de saude do animal
observamos o peso corporal. Caso o animal apresentasse perda de peso acima de 15% do peso
corporal inicial o0 animal apresentava caquexia severa, e se estivessem com pelos arrepiados e
opacos, e respiracdo acelerada, a eutanasia do animal era realizada. Em contrapartida, se a
perda corporal de até 14% os animais ndo eram eutanasiados dependendo das condigfes
acima mencionadas que apresentavam (NI; ZHANG, 2020).

5.3 EXPERIMENTO 2

Este experimento teve como objetivo determinar o efeito do tratamento em ciclos de
doxorrubicina sobre os principais moderadores da sarcopenia e fragilidade em camundongos.
Baseado nos resultados do experimento 1, escolhemos o protocolo de 3 doses de 6mg/kg de
doxorrubicina, a cada 5 dias por um total de 15 dias. O delineamento experimental 2 esta
apresentado na Figura 4. Foram utilizados 12 camundongos da linhagem C57/BL/6, que
foram alocados em um dos dois grupos (n=6/grupo): controle (C) que recebeu injecdes salinas
e tratados com doxorrubicina (Dox). Apés 15 dias da primeira administracdo intraperitoneal
com doxorrubicina, foi feita a eutanésia dos animais (Figura 4). O peso corporal dos animais
foi monitorado todos os dias e a ingestdo alimentar foi determinada duas vezes por semana.
Os testes de forca de escalada foram realizados 48h antes da primeira dose de doxorrubicina e
48h antes da eutanasia dos animais (13 dias depois do inicio do tratamento com

doxorrubicina). A forca de tracdo dos animais foi acompanhada por meio da andlise da
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progressdo de forca muscular através do teste Grip strenght meter, realizado duas vezes na
semana. O teste de campo aberto para célculo do score de fragilidade foi realizado trés dias

antes da eutanasia.

18 mg/kg
6 mg/kg 6mg/kg omg/kg
| ‘ 1° Il)ose 2° IDose 3° Dose Open Field
| | | | -
| | | i i i i I Eutanasia
_ 5 d .ad O %’d 12d ]_ Sd
Grip teste Grip teste 5d l(‘)d Grip teste
-2d Grip teste Grip teste 13d
1° Teste de IRM 2° Teste de 1IRM

Figura 4- Delineamento Experimental 2. 1RM: uma repeticdo maxima, analise do ganho de
forca muscular; d: dias; Grip teste: Grip strength teste, analise da forga muscular de tracéo.

5.4 EXPERIMENTO 3

O objetivo desse experimento foi verificar os efeitos da suplementacdo com creatina
sobre a toxicidade muscular promovida pelo tratamento com doxorrubicina. Para isso, a
recomendacdo para que a suplementacédo de creatina seja efetiva é de pelo menos 28 dias, por
essa razdo uma dose menor de doxorrubicina por um periodo mais longo foi utilizada, a dose
de 4 mg/kg por 15 dias a qual, de acordo com o experimento 1, também induzia perda
significativa de massa corporal e ndo promovia a morte dos animais (HULTMAN et al., 1996;
KREIDER et al., 2017). Neste experimento foram utilizados 30 animais separados em trés
grupos: Controle que recebeu injecdes (i.p.) com solucéo salina (n=10), grupo tratado com
doxorrubicina (Dox; n=10) e grupo tratado com doxorrubicina e suplementados com creatina
(DoxCr; n=10). Os grupos Dox e DoxCr receberam 4 inje¢des (i.p) com doxorrubicina a cada
5 dias numa concentracdo de 4mg/kg durante 20 dias, totalizando 16mg/kg de doxorrubicina,
conforme delineamento experimento da Figura 5. A suplementacdo de creatina do grupo
DoxCr foi realizada por 28 dias e iniciada uma semana antes da primeira dose de

doxorrubicina para os animais se adaptarem com a racdo (Figura 5).
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16 mg/kg
Inicio suplementacdo creatina | |
Racao 4% 1° Dose 2° Dose 3° Dose 4° Dose
-7d | 4 mg/kg 4 mg/kg | 4 mg/kg 4 mg/kg I
| | | | | l | 1o
‘ [ i | | i I Eutanasia
- * 0 5d 10d 15d 20d
-2d
I°IRM  |d 8d 2 1115&'
| Grip teste Grip teste Grip teste

28 dias de Suplementacio de Creatina

Figura 5- Delineamento experimental 3 1RM: uma repeticdo méaxima para analise do ganho
de forca muscular; d: dias; Grip teste: Grip strength teste para analise da forca muscular de
tracao.

A suplementacgdo de creatina foi colocada na ragdo dos animais no nosso laboratorio
conforme descrito a seguir. Os pellets de racdo da marca Nuvilab CR-1, Nuvital foram
pesados e misturados em agua por um pildo até virarem uma pasta na proporc¢édo 1:1 (50g de
racao para 50ml de agua). Os grupos C e Dox receberam essa ra¢do enquanto o grupo DoxCr
recebeu a mesma racgdo, porém com 4% de creatina. Os animais de todos os grupos foram
adaptados a racdo nova por uma semana. Ap0s uma semana de adaptacdo 0s animais
receberam a primeira injecdo com doxorrubicina. Ap6s 20 dias da primeira injecdo com
doxorrubicina foi feita a eutanasia dos animais. De forma similar ao experimento 2, foram
utilizados dois testes para analisar o ganho de for¢a (Teste de escada de 1RM) e a progressao
de forca (Grip strenght meter). O teste de progressdo de forca nesse experimento foi realizado

apenas 1x por semana.

5.5 DETERMINACAO DA FORCA, FUNCAO FiSICA E FRAGILIDADE FUNCIONAL

Forca muscular: a forca muscular dos animais foi analizada através de dois métodos
Grip strength meter (Insight, Brasil) e 1RM (teste de uma repeticdo maxima). No teste Grip
strength meter, o animal é posicionado na grade de metal do equipamento, quando o animal se
segura na grade com suas patas dianteiras o pesquisador faz uma tracdo pelo rabo do animal
(figura 6A). Dessa forma o equipamento € capaz de quantificar o pico de forca aplicado pelos
camundongos ao tentarem se segurar na barra de metal quando submetidos a tracéo realizada
pelo pesquisador. O pico de forca no momento da tracdo fica registrado no display digital do
equipamento e é posteriormente avaliado pelo pesquisador. Os animais tinham 5 tentativas,
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apos cada tentativa os animais descansavam por 20 segundos. Nesse trabalho foi apresentado

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

A)

Figura 6- Testes de forca muscular A) Aparelho para avaliagdo da tracdo muscular para
andlise da progressdo muscular pelo teste Grip strength Meter; B) Escada do teste de uma
repeticdo maxima (1RM).

No teste de 1RM (uma repeticdo maxima) na escada foi analisado o ganho de forca
dos animais. Os animais de todos os grupos foram adaptados (antes do inicio do tratamento
com doxorrubicina) durante cinco dias consecutivos a subirem numa escada adaptada para
camundongos onde realizavam de 8 a 12 movimentos dindmicos para completarem a subida
(dimensdes da escada 0,55m x0,18m x0,7cm, com 80° de inclinacdo) (figura 6B). No topo da
escada havia uma caixa escura (20x20x20 cm) construida para 0s animais poderem descansar
e se sentirem seguros entre as subidas. Apds o periodo de adaptacdo os animais de todos os
grupos realizaram o teste de 1RM. O teste consistia em 0s animais subirem a escada com uma
carga amarrada no rabo por um elastico de borracha; a carga inicial foi de 100% do peso
corporal sendo acrescentado 3g a cada subida bem-sucedida. Depois de cada subida os
animais descansavam por 2 minutos na caixa escura. O teste era finalizado quando o animal
apresentasse duas falhas consecutivas com a mesma carga. Ao final do experimento, 0s
animais realizaram o mesmo teste, porém, a carga inicial do segundo teste de 1RM foi

baseada na carga maxima carregada no primeiro teste de 1RM.

Funcéo Fisica: A capacidade de locomocéo e exploracdo dos animais foi determinada
através do teste de campo aberto, em que os animais foram expostos por 5 minutos a um

campo novo e inexplorado medindo 50x50 cm. Durante todo o periodo eles foram filmados



© 00 N oo o b~ W N e

[ S N
N B O

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31

38

com uma camera digital (Longitech, modelo ¢920, 30Hz). As imagens foram adquiridas
usando software Dvideo que permite calcular o movimento do animal na &rea de teste por
meio de um sistema bidimensional de coordenadas baseadas no método Direct Linear
Transformation, proposto por Abdel-aziz; Karara (2015). O software permite detectar o ponto
central do animal e rastrear seus movimentos, atividades e comportamentos durante um
periodo de tempo especificado. As varidveis analisadas foram a) distancia total percorrida em
5 minutos; b) distancia maxima percorrida entre 0s momentos que os animais ficam parados;
c) duracdo total do movimento (segundos); d) tempo total gasto se movimentando; e)
meander (mudanca de direcdo por unidade de distancia percorrida- graus/cm; de 0° a 180°); f)
velocidade média de movimento em 10 minutos (cm/s); e g) rearing (nUmero de vezes que 0
animal fica sob suas patas traseiras, ‘em pé’). A trajetoria capturada de cada camundongo foi

processada por um filtro digital Butterworth de frequéncia de corte de 1Hz.

A fragilidade foi calculada com base em oito parametros que em geral refletem nivel
de atividade fisica (quantificados através do teste de campo aberto) e peso corporal, conforme
descrito por Whitehead et al., (2014). Valores que forem diferentes dos valores de referéncia
por menos de 1 DP receberdo uma pontuacdo de 0. Valores que forem £1DP com relacdo ao
valor médio de referéncia receberdo um score de fragilidade de 0,25. Aqueles que a diferenca
for por £2DP serdo pontuados com score de 0,5; valores £3DP da média receberdo o valor
maximo de fragilidade de 1. Por fim, os valores serdo somados e divididos pelo nimero de
parametros analisados, no caso oito parametros), para fornecer uma pontuacéo de fragilidade
de 0 a 1 para cada animal. Um escore=0 o animal é considerado sem nenhuma fragilidade;
escore=0,5 o animal é considerado com uma fragilidade moderada e escore=1 o animal ¢

considerado com uma fragilidade severa.

5.6 EUTANASIA E PREPARACAO DOS TECIDOS
A eutanasia aconteceu 48h ap06s o ultimo teste de 1RM. Os animais foram anestesiados
com isoflurano (Instituto Biochimico IND. Farm. LTDA- RJ) e a eutanasia feita por
exsanguinacdo. Em seguida, foi realizada laparotomia para colheita pesagem do coracéo,
figado, baco, gastrocnémio, soleo e EDL. Para analise histologica no experimento 2, o
coragdo de quatro e os musculos esqueléticos (gastrocnémio, EDL, diafragma e s6leo) foram
separados. Para andlise histolégica do experimento 3, o cora¢do de 4 animais, 0os muasculos

esqueléticos e o baco foram colhidos. Para analises bioquimicas do experimento 3, o coragéo,
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figado e os musculos esqueléticos (Gastrocnémio e quadriceps) foram congelados no -80 para

andlises posteriores.

5.7 HISTOLOGIA
Para as analises microscépicas, os tecidos foram fixados em paraformaldeido (4%) por
24h, desidratados gradativamente em alcool (70, 90 e 100%) e impregnados com parafina
conforme descrito por Fonseca et al., (2012). Os tecidos foram cortados numa espessura de 5
UM em micrétomo (SLEE® - CUT 6062). As fotos foram adquiridas por um microscopio
(BIOPTA- EK 1000T) de luz com camera de video (AmScope, 10 megapixels). Todas as
analises foram realizadas com o programa Image J (versdo 1.8.0_172).

Analise histoldgica musculos esqueléticos.

Para determinar a area das fibras musculares do EDL, diafragma, Gastrochemio e
soleo analisou-se a area de seccdo transversa dos musculos. As laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina. Foram realizados 5 cortes transversais de cada peca. Apds a coloracéo,
imagens representativas (aumento de 200x) foram adquiridas digitalmente por um
microscopio (BIOPTA- EK 1000T) de luz com camera de video (CMOS Bioptika, 5
megapixels). Foram tiradas aproximadamente 5 fotos por corte. A quantificacdo da area das
fibras musculares e a deposicdo de colageno foram quantificadas num aumento de 20x. As
fibras foram quantificadas conforme apresentado na Figura 7A.

Analise histologica muasculo cardiaco

Para o Experimento 1 foi realizado a analise do diametro dos cardiomidcitos, onde
foram analisadas fibras longitudinais num aumento de 40x. Para isso foram realizados dois
cortes de cada coragdo e corados com hematoxilina e eosina. Para o Experimento 2 foi
realizada a analise de deposic¢do de colageno no coracdo. Para isso, as laminas foram coradas
com Tricomio de Masson. Foram realizados dois cortes de cada peca. Apds a coloracéo,
imagens representativas (aumento de 200x) A quantificacdo da deposi¢do de colageno foi

quantificada num aumento de 20x, conforme Figura 7B.
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Figura 7- Quantificacdo da area de seccdo transversa (AST) e deposicdo de colageno pelo
programa Image J.

Analise histolégica baco

Para analise da porcentagem de &rea de polpa branca as l&minas foram coradas com
hematoxilina e eosina e foram quantificadas num aumento de 4x. Para as fotos representativas
foi utilizado aumentos de 4x e de 20x. Para quantificacdo da area de polpa branca foi
quantificado a &rea de ~quatro polpas brancas no bago de cada animal, totalizando
aproximadamente 14 polpas brancas por grupo. Para quantificar a area da polpa branca foi
medido a polpa branca de cada baco dividida pelo tamanho total do baco e multiplicado por
100, conforme a formula abaixo:

tamanho da polpa

Area da polpa branca = tamanho total do baco X 100
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5.8 ANALISES BIOQUIMICAS
Dosagem de Creatina, fosfocreatina (PCr) e Creatina Kinase

O mausculo da coxa e o figado foram homogeneizados com agua destilada e
centrifugado. Para dosar creatina foi utilizado o kit para Creatinina Labtest (ref 35-100; Minas
Gerais/BR). A dosagem de creatina e PCr foi realizada de acordo com (DEMINICE et al.,
2009). A cretina quinase e a creatina quinase-MB foram dosadas no plasma pelo kit Labtest
(respectivamente, ref117 e ref 118; Minas Gerais/BR).

Dosagem de marcadores de estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi determinado no musculo gastrocnémio e no musculo cardiaco.
A concentracdo de malondialdeido no musculo (MDA) foi determinada por MDA-MP (reagéo
com 1-metil-2-fenolendol) adaptado de Spirlandeli et al. (2014). Concentragcdes musculares de
glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) foram quantificadas de acordo com o método

descrito por Rahman, Kode e Biswas (2006).
Dosagem de citocinas inflamatorias

A citocinas foram analisadas no musculo gastrocnémio e no mdsculo cardiaco. Para
analise dos marcadores inflamatorios sistémicos foi utilizado o kit ELISA Ready-SET-Go da
eBioscience, para a interleucina 6 (IL-6 ref. 88-7064-88) e tumor de necrose tumoral-alfa
(TNF- o ref. 88-7340-88).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada por Shapiro-Wilk. No experimento 2, os dados
paramétricos como perda de peso corporal, ingestdo alimentar, peso dos tecidos e ganho de
forca pelo teste de escalada estdo apresentados em média e desvio padrdo onde foi utilizado
test-t independente e para os dados ndo paramétricos como area de seccdo transversa dos
musculos os dados estdo apresentados em mediana (Md) e percentis onde foi utilizado o teste
Mann-Whitney. Foi realizada correlacdo de Pearson para determinar associacdo entre o score
de fragilidade com a &rea de sec¢do transversa e com o ganho de forca. No experimento 3, 0s
dados paramétricos como peso dos tecidos, ganho de forca pelo teste de escalada, dosagem de
creatina, creatina quinase-MB, creatina quinase e de PCr, IL-6, TNF-a, GSH, GSSG, MDA ¢
deposicdo de coladgeno estdo apresentados em média e desvio padrdo onde foi utilizado
ANOVA one way. Os dados ndo paramétricos como area de secgdo transversa dos musculos e
porcentagem de &rea do foliculo do bago estdo apresentados em Md e percentis onde foi
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utilizado o teste Kruskal-Wallis. Para anlise da progressdo do peso corporal e da perda de
forca analisado pelo Grip strenght meter foi utilizado ANOVA Two- way seguido de post-hoc
de Dunn. Os resultados foram considerados significativos quando P<0,05. O programa Graph

Pad Prism 8.0 foi utilizado para as analises.
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6 RESULTADOS
Uso de doxorrubicina em ciclos é adequado como modelo experimental de tratamento

em pacientes oncoldgicos.

Para determinar qual o esquema de tratamento (dose e intervalo de infusdo) apresenta
caracteristicas compativeis com o tratamento quimioterdpico em humanos (perda de peso
corporal sem a morte), comparamos quatro grupos com esquemas diferentes. As doses foram
selecionadas com base em doses clinicas utilizadas em pacientes com cancer (30 a 90 mg/m?),
dessa forma 24mg/kg equivale a 45-72 mg/m? em humanos, a qual é considerada uma dose
segura e ndo € uma superdosagem (NISSINEN et al., 2016; TOKARSKA-SCHLATTNER et
al., 2006).

Em ambos os grupos que foram tratados com 6 mg/kg de doxorrubicina, totalizando
24mg/kg alguns camundongo morreram, portanto essa dose foi considerado uma
superdosagem como é possivel observar com base na Figura 8A) com a progressao de peso
corporal durante o experimento e na Figura 8. Os animais do grupo Dox-10d (dose
acumulativa de 24 mg/kg), que receberam 6mg/kg de doxorrubicina em dias alternados
durante 10 dias, morreram entre o0 nono e o décimo dia apos a infusdo. O grupo Dox-15d
(dose acumulativa de 24mg/kg), que recebeu 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias,
apresentou duas mortes entre os dias 14 e 15 dias ap0s a infusdo (Figura 8B). Apesar da
acentuada perda de peso corporal, caracteristica do tratamento com doxorrubicina,, nenhuma
morte foi detectada no grupo Dox-15d (dose acumulativa de 18 mg/kg), que recebeu 6mg/kg a
cada 5 dias durante 15 dias, e no grupo Dox-20d (dose acumulativa de 16 mg/kg), que

recebeu 4mg/kg a cada 5 dias durante 20 dias (Figura 8B).
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Figura 8- A) Progressdo do peso corporal dos animais e Figura B) Curva de sobrevida dos
animais. Dox- 10d (n=6): concentracdo de 6mg/kg em dias alternados durante 10 dias (dose
acumulativa de 24mg/kg); Dox- 15d: concentracdo de 6mg/kg a cada 4 dias durante 15 dias
(dose acumulativa de 24mg/kg); Dox 15d- 3 doses: concentracdo de 6mg/kg a cada 5 dias
durante 15 dias (dose acumulativa de 18mg/kg); Dox-20d: concentragdo de 4mg/kg a cada 5
dias durante 20 dias (dose acumulativa de 16mg/kg).

O tratamento com doxorrubicina promove atrofia e perda de fungcdo muscular.

Depois de definir o esquema de infusdo de doxorrubicina que mais se aproxima do
tratamento em humanos, buscamos entender se tal esquema seria suficiente para promover
caracteristicas de sarcopenia e fragilidade nos animais. Para isso a dose de 6mg/kg
administrada a cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg) foi utilizada. A
Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos animais. O tratamento com trés injecdes i.p de

6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias causou perda significativa de peso
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corporal (-4,2g; P < 0,05), reducdo da ingestao alimentar, perda de massa muscular cardiaca e
esquelética e redugdo significativa no peso do baco e do figado (P < 0,05) quando

comparados aos animais controle (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas Gerais

Grupo C (n=6) Dox (n=6) p-valor
Perda de Peso Corporal (g) -0,083 £ 0,69 -4,2+£1,99 0,0007
Ingestdo Alimentar (g) 3,19+£0,24 2,11+ 0,45 0,0001
Coracdo (mg/mm) 0,6703+ 0,07 0,5266+ 0,055 0,0002
Baco (mg/mm) 0,35+0,05 0,22+0,03 <0,0001
Figado (mg/mm) 6,8+1,0 5,8+0,7 0,024
Gastrocnémio (mg/mm) 0,12+0,01 0,11+0,01 0,0047
Somatoria dos musculos (mg/mm) 1,16+ 0,10 0,98 + 0,08 0,0007

Dados estdo apresentados em média e desvio padrdo. Perda de peso corporal foi calculado
subtraindo o peso corporal dos animais ao final do experimento com o peso corporal dos
animais no inicio do experimento. Valores apresentaram diferenca significativa pelo teste t
ndo pareado. C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injecdes i.p de 6mg/kg de
doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg)

O tratamento com doxorrubicina promoveu perda de forca muscular. Os animais
tratados com doxorrubicina apresentaram 73% (P<0,05) menos for¢a quando comparados ao
grupo C. Enquanto o grupo controle apresentou um aumento de 19g + 8,6 na carga maxima
do primeiro teste de 1RM para o segundo teste, 0s animais do grupo Dox tiveram um aumento
de apenas 59+ 6,9 na carga maxima do primeiro teste de 1RM para o segundo teste de 1RM
(Figura 9A). O tratamento com doxorrubicina também promoveu perda da forca de tragdo de
~20% quando comparada ao grupo Controle (P <0,05), essa perda foi significativa a partir do
décimo dia proximo a terceira injecdo de doxorrubicina (Figura 9B).
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Figura 9- Parametros de forca muscular. A) Ganho de forca no Teste de 1RM (uma repeticéo
maxima) na escada B) Progressdo do ganho de forca pelo teste Grip strength meter. Valores
estdo apresentados em média e desvio padrdo. O simbolo * indicia diferenca estatistica (P
<0,05) do grupo Dox para o grupo C (gréafico A: test-t ndo pareado; grafico B: ANOVA two-
way). C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injecdes i.p de 6mg/kg de doxorrubicina a
cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg).

O segundo parametro definidor de sarcopenia é perda de massa muscular. Para isso foi
determinado o diametro dos cardiomidcitos e a area de seccdo transversa dos musculos
diafragma, gastrocnémio, séleo e EDL. O tratamento com doxorrubicina promoveu atrofia
cardiaca e muscular em todos os musculos analisados, representando uma reducdo de 19% no
didmetro dos cardiomidcitos (Figura 10A), 7.8% na area de seccdo transversa do diafragma
(Figura 10B), 10% no gastrocnémio (Figura 10C), 27.5% no s6leo (Figura 10D) e 34% no
EDL (Figura 10E).
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Figura 10- Andlise da atrofia muscular promovido pelo tratamento com doxorrubicina-
coloracdo hematoxilina e eosina (A) Didmetro dos cardiomidcitos e Area de secgdo transversa
dos musculos (B) diafragma, (C) gastrocnémio, (D) s6leo e (E) EDL (extensor longo dos
dedos). F) Fotos representativas. Valores estdo apresentados em mediana e interquartis. O
simbolo * indicia diferenca estatistica (P <0,05) do grupo Dox para o grupo C (por Wilcoxon
signed- rank test). AST: area de seccdo transversa; EDL- extenso longo dos dedos; C: grupo
controle Dox: grupo tratado com 3 injecOes i.p de 6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias
durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg).

Outro parametro utilizado para analisar a sarcopenia € a performance fisica, para isso a
performance dos animais foi observada no teste de campo aberto e utilizado um score de
fragilidade para quantificagcdo. Os dados de fragilidade estdo apresentados na Figura 11 e na
Tabela 2. O tratamento com doxorrubicina promoveu aumento no escore fragilidade (P <0,05)
guando comparado aos animais do grupo C (C: 0,084+0,05; Dox:0,67+ 0,09). De acordo com
a classificacdo de fragilidade de Whitehead et al., (2014) onde escore de 0 € definido como
sem fragilidade, um escore de 0,5 definido como uma fragilidade moderada e escore de 1
considera-se fragilidade severa, os animais do grupo Dox foram assim classificados com uma

fragilidade moderada.

Avaliacédo da fragilidade

0.9- %

0.8-
0.7-
0.6-
T R e
0.4-
0.3
0.2-

0.1- _:k_‘_

0.0 T 1

Score Fragilidade

Figura 11- Tratamento com doxorrubicina promove aumento do escore de Fragilidade.

escore de fragilidade baseado nos 8 parametros da tabela 2. Valores estdo apresentados em
média e desvio padrdo. O simbolo * indicia diferenca estatistica (P <0,05) do grupo Dox para
0 grupo C (por teste t independente). C: grupo controle Dox: grupo tratado com 3 injecdes i.p
de 6mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg).
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Tabela 2- Pardmetros para andlise do escore de fragilidade

C (n=5) Dox (n=6)
Peso Corporal () 26,0£2,1 22,515
Tempo em movimento (%) 81,2+ 3,2 62,7£9,2
Distancia Percorrida (m) 33125+222,4  2084,31+540,7
Distancia maxima 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+ 14 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 injecGes i.p de 6mg/kg de doxorrubicina a cada 5
dias durante 15 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg). Valores apresentados em média e
desvio padréo.

A correlacdo de Pearson demonstrou que o escore de fragilidade estd inversamente
associado ao ganho de forca dos animais e diretamente associado a atrofia muscular (P<0,05),
onde a atrofia foi representada pela area de seccdo transversa do musculo gastrocnémio, assim

quanto menor a area da fibra maior o escore de fragilidade (Figura 12).

A)

-15 -10 -5
Ganho de Forca AST gastrocnémio

Figura 12- Correlacdo entre escore de fragilidade e ganho de forca muscular do teste de
escalada (A) e area de seccdo transversa (AST) do gastrocnémio (B).
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Suplementacéo de creatina mitigou a atrofia e perda de for¢a muscular promovido pelo
tratamento com doxorrubicina

Sabendo que o modelo experimental com ciclos de doxorrubicina promoveu atrofia
muscular, perda de forca e de funcdo, mais um experimento foi conduzido com o objetivo de
investigar os efeitos da suplementacéo de creatina sobre esses parametros. Com a intencdo de
suplementar os animais com 4% de creatina na racdo por pelo menos 28 dias, 0s animais
iniciaram a suplementacdo de creatina 7 dias antes da infusdo com doxorrubicina e foram
tratados com 4 injecdes (i.p) de doxorrubicina a cada 5 dias numa concentracdo de 4mg/kg
durante 20 dias (dose acumulativa de 16mg/kg). A Figura 13 apresenta a progressao de peso
corporal durantes 20 dias. E possivel observar que o tratamento com doxorrubicina promoveu
perda significativa de peso corporal a partir do sétimo dia. A suplementacdo de creatina na

racdo ndo promoveu alteracfes na perda de peso corporal dos animais.

g4 < C Dox DoxCr

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Progressao
Peso Corpora (g)

Dias

Figura 13- Progressao de peso corporal dos animais. Valores apresentados em média e desvio
padrdo (C -n=9; Dox e Dox Cr n=10). $ Diferenca dos grupos Dox e DoxCr em relacdo ao
grupo C do dia 6 até o dia 20 (P <0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injecGes
intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg);
DoxCr: grupo tratado com 4 injecOes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5
dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na racao (4%).

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas gerais dos animais. O tratamento com
doxorrubicina provocou perda de massa muscular esquelética (8%) e reducdo no peso do
figado quando comparados aos animais do grupo C. A suplementacdo de creatina ndo foi
capaz de amenizar a perda de massa muscular esquelética promovida pelo tratamento com

doxorrubicina.
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Tabela 3- Caracteristicas Gerais

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*
Figado (mg/mm de tibia) 6,4+0,5 5,4+0,8* 6,0 +0,8
Creatina livre- figado
(mmol/g de ptn) 0,05+0,03 0,04+ 0,01 0,59+ 0,12*#
Creatina Total- figado
(mmol/g de ptn) 1,07£0,14 1,18+0,17 1,7240,19*#
Ck plasmatica (U/L) 23039+ 1443  25698+3092* 26528+1892*
CKMB (U/L) 3107+ 871,1 2903+ 651,9 2628+704,3
¥ Musculos (mg/mm de tibia) 1,01+0,1 0,91+0,1* 0,88+0,1*

*Diferenca dos grupos em relacdo ao grupo controle; # Diferenca dos grupos em relagéo ao
grupo Dox (P <0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injec¢des intraperitoneais
de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo
tratado com 4 injecGes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose
acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na racdo (4%); X somatoria dos
musculos Extensor longo dos dedos, Gastrocnémio, tibial anterior e séleo. Ck: creatina
quinase; ptn: proteina. CKMB: creatina quinase fracdo MB.

A concentracdo de creatina no figado estd apresentada na Tabela 3. O grupo
suplementado com creatina apresentou aumento de 10x na concentracdo de creatina livre (P

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

A analise da enzima creatina quinase plasmatica esta presente na Tabela 3, 0 aumento
da atividade de creatina quinase plasmatica representa o dano muscular promovido pelo
tratamento com doxorrubicina (C:23038,8 U/L x Dox:25698 U/L; P<0,05). A isoenzima MB
é uma das trés formas da enzima creatina quinase e € utilizada para diagndstico de infarto
agudo do miocardio ou para identificar lesdes das células do masculo cardiaco. O tratamento
com doxorrubicina ndo promoveu dano nas células do musculo cardiaco de acordo com a
dosagem da creatina quinase-MB plasmatica (CKMB) (Tabela 3). A suplementacdo de
creatina ndo foi capaz de diminuir o aumento da concentracdo de creatina quinase plasmatica

promovido pelo tratamento com doxorrubicina (Tabela 3)

As analises da estrutura muscular estdo representadas pela AST dos musculos

gastrocnémio, EDL, soleo e diafragma na Figural4d. O tratamento com doxorrubicina
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promoveu atrofia muscular de ~15% no gastrocnémio, séleo e diafragma e de 28% no EDL
(Figura 14 A, B, C e D) quando comparada ao grupo C. A suplementacdo de creatina mitigou
a atrofia muscular dos muasculos EDL e soleo (Figura 14A e B), apesar de ndo alterar a area de
seccdo transversa das fibras do musculo diafragma e agravar a atrofia promovida pelo
tratamento com doxorrubicina no musculo gastrocnémio (Dox: Md de 853 x DoxCr: 764 um?)

quando comparada ao grupo Dox (Figura 14 C e D).
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Figura 14- Area de seccdo transversa dos musculos A) EDL (extensor longo dos dedos) B)
So6leo C) Diafragma e D) Gastrocnémio; Fotos representativas E) EDL, F) Séelo, G)
Diafragma e H) Gastrocnémio. Dados apresentado em mediana e intervalos interquartis.
*Diferenca dos grupos em relacdo ao grupo C; # Diferenca dos grupos em relagcdo ao grupo
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Dox (P <0,05). AST: érea de seccdo transversa; C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4
injecBes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16
mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injecdes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a
cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina na racao.

Os parametros de funcdo muscular estdo apresentados na Figura 15. A suplementacao
com creatina ndo foi capaz de amenizar a fragilidade induzida por doxorrubicina. O
tratamento com doxorrubicina promoveu perda significativa na forca dos animais no teste de
1RM e perda de forca de tracdo na primeira e segunda semana (Figura 15B e C). Em
contrapartida a suplementacdo de creatina preveniu a perda de forca determinada pelos dois

testes a partir da segunda semana (Figura 15B).
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Figura 15- Parametros de fragilidade e de forca muscular. (A) escore de fragilidade calculado
pelas variaveis quantificadas pelo teste de campo aberto. B) Grip strenght meter e C) Teste de
1RM realizado na escada. Valores apresentados em média e desvio padrdo. *Diferenca dos
grupos em relagéo ao grupo C (P<0,05). # Diferenca dos grupos em relacéo ao grupo Dox. C:
grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injeces intraperitoneais de 4mg/kg de
doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4
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injecOes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16
mg/kg) e suplementado com creatina na racdo; RM: repeticdo maxima.

Alguns marcadores bioquimicos associados a atrofia muscular foram analisados. As
citocinas TNF-a e IL-6 entdo apresentadas na Figura 16 A e B. O tratamento com
doxorrubicina aumentou em ~20% os niveis de IL-6 quando comparado ao grupo controle
(C:377,9+ 58; Dox:452,9+ 28) e nenhuma alteracdo foi encontrada nos niveis de TNF-o.
(Figura 16 A e B). A suplementacdo de creatina mitigou 0 aumento dos niveis de IL-6, porém
0s animais suplementados com creatina tiveram um aumento de 15% nos niveis de TNF-
quando comparado ao grupo C (C: 377,9+ 58; DoxCr: 433,6+ 40,7; Figura 16 A e B).

O MDA, GSH, GSSG e razdo GSH/GSSG foram analisados como parémetros de
estresse oxidativo e estdo representados na Figura 16. Nenhuma alteracdo foi encontrada na
lipoperoxidacdo, caracterizada pelos niveis de MDA, porém foi encontrado reducao nos niveis
de GSH e GSSG nos camundongos tratados com doxorrubicina (Figura 16 C, D, E e F).
Contudo, ao analisar a razdo GSH/GSSG nenhuma alteragdo foi promovida pelo tratamento
com doxorrubicina. A suplementacdo de creatina aumentou os niveis da razdo GSH/GSSG
(Figura 16 F).
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Figura 16- Concentragdo de citocinas no musculo gastrocnémio A) TNF-alfa, B) IL-6 e
marcadores de estresse oxidativo C) MDA, D) GSH, E) GSSG e F) GSH/GSSG. *Diferenca
dos grupos em relagdo ao grupo C; # Diferenca dos grupos em relacdo ao grupo Dox (P
<0,05). C: grupo controle; Dox: grupo tratado com 4 injecOes intraperitoneais de 4mg/kg de
doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4
injecOes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16
mg/kg) e suplementado com creatina na ragéo.

Como andlise de cardiotoxicidade, o peso do coragdo e a quantidade de colageno
foram analisados e estdo apresentados na Figura 17Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.. O tratamento com doxorrubicina provocou reducdo significativa no peso
coracdo (23%). A porcentagem de colageno foi de 7.9 % no grupo C e de 15.1% no grupo
Dox, 0 que mostra que os animais tratados com doxorrubicina apresentaram maior deposi¢éo

de col&geno no intersticio dos cardiomidcitos (Figura 17B). A suplementagdo de creatina ndo
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foi capaz de amenizar a perda de peso do coragcdo nem o aumento da deposic¢do de colageno
promovido pelo tratamento com doxorrubicina (C: 7,9%z%4,2; DCr:12,63% + 5,7; Figura
17B). Em conjunto a esses resultados, o baco também sofreu atrofia significativa induzida
pelo tratamento com doxorrubicina e reducdo da area dos foliculos linfoides (Figura 17 C e
D). Os animais suplementados com creatina apresentaram reducdo mais acentuada no peso do
baco, porém a suplementacgdo de creatina foi capaz de mitigar a reducdo do foliculo induzida

pelo tratamento com doxorrubicina (Figura 17C e D).
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Figura 17- Parametros de caquexia esplenocardiaca. A) Peso do coragdo corrigido pelo
comprimento da tibia B) Deposicdo de coldgeno nos cardiomidcitos marcado pela coloragdo
tricromico de Masson; C) Peso do baco corrigido pelo comprimento da tibia; D) Tamanho dos
foliculos marcado pela coloragdo com Hemataxilina e eosina. Valores apresentados em média e
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desvio padrdo. *Diferenca dos grupos em relagdo ao grupo C (P<0,05). C: grupo controle; Dox:
grupo tratado com 4 injecdes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose
acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injecGes intraperitoneais de 4mg/kg
de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e suplementado com creatina
na ragao.

As citocinas inflamatorias e marcadores de estresse oxidativo também foram avaliados
no musculo cardiaco (Figura 18). Os niveis de IL-6 sofreram aumento significativo de ~59%,
nos camundongos tratados com doxorrubicina, porém nenhuma alteracdo foi encontrada nos
niveis de TNF-o (Figura 18A e B). N&o houve alteragdo em nenhum dos marcadores de
estresse oxidativo analisados no musculo cardiaco. A suplementacdo de creatina reduziu

significativamente os niveis de IL-6 em 36% (Figura 18B).
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Figura 18- Concentracdo de citocinas no coracdo A) TNF-alfa, B) IL-6 e marcadores de
estresse oxidativo C) MDA, D) GSH, E) GSSG e F) GSH/GSSG. *Diferencga dos grupos em
relacdo ao grupo C; # Diferenca dos grupos em relagdo ao grupo Dox (P <0,05). C: grupo
controle; Dox: grupo tratado com 4 injecdes intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a
cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg); DoxCr: grupo tratado com 4 injecoes
intraperitoneais de 4mg/kg de doxorrubicina a cada 5 dias (dose acumulativa de 16 mg/kg) e
suplementado com creatina na racdo. MDA: malondialdeido. GSH: glutationa; GSSG:
glutationa dissulfeto.
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7 DISCUSSAO

O objetivo desse trabalho foi analisar o efeito do tratamento com doxorrubicina em
ciclos, sobre os principais moderadores da sarcopenia, atrofia, perda de forca e de funcéo
fisica e o efeito da suplementacédo de creatina sobre a perda de forca e funcdo causada pelos
ciclos de doxorrubicina. Os principais resultados deste trabalho séo 1) trés doses de 6mg/ksg
(18mg/kg) ministradas a cada cinco dias € um modelo animal compativel com o tratamento
utilizado para pacientes e Gtil para se estudar a perda de massa muscular, forca e funcéo. 2) A
suplementacdo com creatina mitigou parcialmente os efeitos colaterais induzidos pelo
tratamento com ciclos de doxorrubicina, como a perda de forca muscular em dois diferentes
tipos de musculo, o s6leo com caracteristicas mais aerobicas e o EDL com caracteristicas

mais glicoliticas e ainda reduziu significativamente os niveis de IL-6 no coracao.

Esses achados sdo relevantes pois a suplementacdo de creatina é de facil acesso, com
custo relativamente baixo e pode ser introduzida na rotina dos pacientes sem grandes
dificuldades (SAKKAS; SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009). Nossos resultados sdo
relevantes pois € escasso na literatura tratamentos efetivos para prevenir ou atenuar a
toxicidade muscular a miopatia induzida pelo tratamento com doxorrubicina. Diminuir a
toxicidade e a disfuncdo muscular durante o tratamento quimioterapico € importante porque a
perda acentuada de massa muscular e disfunges musculares estdo associadas ao aumento da
mortalidade e da hospitalizacdo em pacientes com cancer (ANJANAPPA et al., 2020;
MORISHITA, 2016; TREJO-AVILA et al.,, 2021; WANG et al., 2013; WEYMANN;
WOOD; MARKS, 2014).

Os resultados serdo discutidos com mais detalhes na sequéncia.

O tratamento com doxorrubicina apresenta caracteristicas compativeis com o0

tratamento de pacientes oncologicos e promove alteragdes no musculo esquelético

Considerando que grande parte do tratamento com quimioterapicos como as
antraciclinas séo realizado em ciclos, este estudo teve como objetivo apresentar um modelo
animal compativel com o utilizado no tratamento em humanos (HORTOBAGY!I et al., 1988;
VINCENT et al., 2013). O tempo entre as infusdes de antraciclinas (ciclos) permite que o
paciente se recupere da toxicidade provocada pelo tratamento, reduzindo os efeitos colaterais
e melhorando a qualidade de vida dos pacientes e a0 mesmo tempo é efetivo para a reducgéo
do tumor (CARDINALE; IACOPO; CIPOLLA, 2020; HORTOBAGYI et al.,, 1988;
VINCENT et al., 2013; WEYMANN; WOOD; MARKS, 2014). Os ciclos que utilizamos
neste estudo (trés doses de 6mg/kg a cada cinco dias ou quatro doses de 4 mg/kg a cada cinco
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dias) apresentam caracteristicas gerais proximas as encontradas nos pacientes, como perda de
peso corporal, disfuncdo muscular, cardiotoxicidade sem causar morte nos animais
(WEYMANN; WOOD; MARKS, 2014).

N&o ha protocolos para analisar a sarcopenia em animais, assim, alguns estudos tem
utilizados os testes fisicos como teste de campo aberto, Grip Strenght Meter, testes de forca
especifica, entre outros testes como pardmetro para analisar forca e fun¢do muscular em
protocolos com animais, além de escores de fragilidade para animais (MANN, A,
CHESSELET, 2015; WHITEHEAD et al., 2014; YORKE et al., 2017). A perda de peso
corporal e de massa muscular podem impactar na forga muscular e em parametros funcionais
que podem servir como orientacdo para analisar a sarcopenia (CHEN, J. A. et al., 2015). No
teste de campo aberto realizado nesse estudo, foi possivel observar que os animais tratados
com trés doses de 18 mg/kg apresentavam menor capacidade de explorar o ambiente,
caracterizado pelo menor tempo em movimento, menor distancia percorrida e menor
velocidade média, além de menor nimero de rearing e maior nimero de meander (mudancas
de direcdo). Segundo Whitehead et al., (2014), esses dados juntamente com o peso corporal
dos animais definem escore para estudar a fragilidade em animais, sugerindo que animais
tratados com doxorrubicina apresentam um escore moderado para fragilidade, por
apresentarem um escore igual ou superior a 0,5 enquanto que um escore de 1,0 é considerado
como fragilidade severa. E ainda, encontramos correlacdo negativa de 0,7 e de 0,6,
respectivamente, entre o escore de fragilidade e a perda de forca e o escore de fragilidade e a
AST do masculo gastrocnémio, mostrando que animais mais frageis apresentam menor forca

e atrofia muscular.

Para avaliar a funcdo locomotora e o padrdo de sono em camundongos tratados com
doxorrubicina, LIRA et al., (2016) utilizaram dose aguda de doxorrubicina (15mg/kg) e
analisaram os efeitos 48h depois da injecdo. Como resultado, os animais tratados com
doxorrubicina exploraram menos a area do teste de campo aberto, resultado obtido da analise
de um menor numero de cruzamento do centro da area do teste e devido a menor nimero de
rearing realizado pelos animais do grupo tratado com doxorrubicina (LIRA et al., 2016). Os
resultados do nosso estudo complementam os encontrados por LIRA (2016), mostrando que
ndo apenas uma dose aguda mas também doses repetidas de doxorrubicina interferem na

exploracdo dos animais.
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Em conjunto a esses resultados, o tratamento com doxorrubicina promoveu menor
ganho de forga no teste de escalada e perda de forga de preensdo manual a partir da segunda
dose de 6 mg/kg. Na literatura existem apenas estudos mostrando perda de forca especifica
em doses agudas de doxorrubicina (HIENSCH et al., 2020) no diafragma (dose aguda de
20mg/kg) (GILLIAM et al., 2011b; MIN et al., 2015), no EDL (dose aguda de 15mg/kg e de
20mg/kg) (GILLIAM et al., 2009; HYDOCK et al., 2011) e no séleo (dose aguda de 12,5
mg/kg e 15mg/kg) (HYDOCK et al., 2011). O estudo de Torok; busekrus; hydock, (2019) foi
0 Unico encontrado na literatura que avaliou a perda de forca num modelo in vivo e
encontraram reducdo da forca de preensdo manual em ratos ap6s 5 dias do tratamento com
dose aguda de 15 mg/kg de doxorrubicina. Entretanto, este é o primeiro estudo avaliando a
forca muscular ao longo de ciclos de tratamento com doxorrubicina. Esses dados sdo novos e
pioneiros e, futuramente podem servir de base para estudar mecanismos e estratégias para

amenizar os efeitos colaterais promovidos pela doxorrubicina.

A perda de funcdo sugerida pelo aumento da fragilidade dos animais tratados com
doxorrubicina esta correlacionado com a atrofia muscular induzia pelo tratamento e podem
ser parcialmente explicadas pelo aumento nos niveis de IL-6 no tecido muscular. A literatura
mostra que o uso de quimioterapicos esta relacionado com o aumento nos niveis de IL-6
plasmaética, tanto em modelos pré-clinicos (com combinacao de ciclofosfamida, doxorrubicina
e 5-FU) como em pacientes com cancer gastrointestinal durante o tratamento com
capecitabina e radioterapia (ELSEA; KNEISS; WOOD, 2015; WANG et al.,, 2013;
WEYMANN; WOOD; MARKS, 2014). O aumento de IL-6 foi relacionada com a fadiga
relatada pelos pacientes com cancer e com alteracdo na atividade locomotora de animais
(BLUTHE et al., 2000; ELSEA; KNEISS; WOOD, 2015; WANG et al., 2013; WEYMANN;
WOOD; MARKS, 2014). Devido a dificuldade de estudar a fadiga em modelos animais, 0s
mecanismos pelos quais a IL-6 esta ligada a fadiga ainda sdo desconhecidos (WANG et al.,
2013). Para tentar entender o aumento nos niveis de IL-6 com a atividade a composicao
corporal e funcdo Bluthe et al., (2000) administraram lipopolissacarideo indutor de citocinas
(LPS) e observou que animais IL-67" passaram mais tempo explorando a area enquanto I1L-6"*
que receberam LPS exploraram menos (pelo teste de campo aberto) e foram mais afetados
pelo tratamento com LPS do que os animais IL-67". Em contrapartida, Elsea; Kneiss; Wood,
(2015) utilizaram camundongos IL-67 os quais receberam injecdes com ciclosfamida-
doxorrubicina-5-fluorouracil e perceberam que os camundongos sem IL-6 quase n&o

perderam massa magra e gordura quando comparado ao camundongos selvagens que
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receberam ciclosfamida-doxorrubicina-5-fluorouracil, mas ndo encontraram alteracdo na acéo

locomotora (corrida na roda) dos camundongos.
O tratamento com ciclos de doxorrubicina promove alteragcdes no muasculo cardiaco

Partindo da ideia de HYDOCK et al., (2011) de que a perda de forca muscular
especifica causada pelo tratamento com doxorubicina é uma interacdo entre os efeitos diretos
no musculo esquelético (como alteracdo morfoldgica, enzimética e do fluxo de célcio) e dos
efeitos indiretos de disfungdes cardiacas (atrofia, aumento da deposicdo de colageno e perda
de funcdo), os sintomas como fadiga e pior qualidade de vida relatados pelos pacientes
submetidos ao tratamento quimioterapico devem ser considerados levando em consideracéo
tanto as alteracGes cardiovasculares como musculares (CARDINALE; IACOPO; CIPOLLA,
2020).

Com relacdo as alteracGes cardiovasculares, ja esté claro na literatura que o tratamento
com doxorrubicina promove reducdo do peso do coracdo, perda de funcdo cardiaca
(encurtamento do ventriculo esquerdo, alteracdo no fluxo sanguineo mitral e aortico), atrofia
dos cardiomidcitos, ativacdo de vias proteoliticas, estresse oxidativo entre outras alteracbes
(CARDINALE; IACOPO; CIPOLLA, 2020; HYDOCK et al., 2011; WILLIS et al., 2019).
Neste estudo, observamos que o tratamento com doxorrubicina promoveu atrofia dos
cardiomidcitos, aumento de IL-6 e uma maior deposicdo de colageno, caracterizando dano
muscular cardiaco. De acordo com os estudos de HYDOCK et al., (2011) e JADAPALLI et
al., (2018) as alteragdes na estrutura e na funcdo cardiaca dos ratos parecem estar relacionadas
com danos nos parametros funcionais do musculo esquelético, ou seja, uma mesma dose de
doxorrubicina promove um reducdo de ~54% e de 60% na forca muscular especifica do
musculo EDL e soleo, respectivamente, enquanto na funcdo cardiaca a reducgédo é de ~25%
fracdo de ejecdo e de ~45% na velocidade maxima do fluxo sanguineo aortico (HYDOCK et
al., 2011; JADAPALLI et al., 2018). Assim, apesar das células cardiacas serem mais
sensiveis e afetadas a agcdo da doxorrubicina do que as células do musculo esquelético,
segundo HYDOCK et al.,(2011) a funcdo do musculo esquelético acaba sendo mais afetada

do que as funcgdes cardiacas.

Assim, como as alteragBes cardiacas estdo relacionadas com a perda de fungdo no
musculo esquelético estas parecem também estar associada a atrofia do baco (JADAPALLI et

al., 2018). Nosso estudo mostrou uma reducdo significativa no peso do baco e dos seus
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foliculos provocada pelo tratamento com doxorrubicina (Figura 17), que em conjunto aos
resultados encontrados na histologia do coragdo, sugerem uma toxicidade esplenocardica.
Esses resultados estdo de acordo com os encontrados em estudos prévios que mostraram
reducdo do peso do bac¢o induzido pelo tratamento com doxorubicina (3 doses de 7mg/kg com
infusdo a cada 7 dias) e isso interfere negativamente na resposta imune afetando o
funcionamento das enzimas COX (ciclooxigenase) e LOX (lipoxigenase) causando
imunosupressdo (JADAPALLLI et al., 2018). Os leucdcitos do baco séo capazes de detectar
lesdo cardiaca ou acidente cardiovascular periférico, assim o processo de fibrose é iniciado e
como consequéncia desse fendmeno de depuracdo e resolucdo da lesdo pode ocorrer
insuficiéncia cardiaca (JADAPALLI et al., 2018; LIU, C. et al., 2021).

Essas alteracbes relacionadas a resposta imune e cardiotoxicidade sdo
complementadas quando analisados os niveis de IL-6 no cora¢do dos animais tratados com
doxorubicina neste estudo. O aumento de citocinas inflamatdrias em doencas cardiacas, como
insuficiéncia cardiaca ja é conhecido, porém o aumento de IL-6 no tecido cardiaco induzido
pela administracdo de doxorrubicina é controverso (MANN, D. L., 2002; NIU et al., 2009).

A suplementacdo com creatina mitigou a perda de forca e atrofia muscular promovido

pelo tratamento com doxorrubicina

A importancia da doxorrubicina no tratamento do cancer é indiscutivel. Se por um lado os
efeitos benéficos da doxorrubicina contra o tumor reduziram a mortalidade por cancer de
mama para cerca de 10%, por outro lado, esse aumento da sobrevida dos pacientes aumentou
significativamente a incidéncia dos efeitos colaterais do quimioterapico (CARRASCO et al.,
2020; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017, 2018). Por essa razdo, conhecendo a importancia
da doxorrubicina no tratamento do cancer, a busca por estratégias que amenizem os efeitos
colaterais das doxorrubicina devem ser investigadas com o objetivo de fornecer uma melhor
qualidade de vida e evitar a interrupcdo do tratamento. Como a principal hipdtese da
toxicidade muscular induzida pela doxorrubicina é derivada do aumento exacerbado da
producdo de ERO muitos antioxidantes como vitamina C, E, extrato de polifenol da uva,
acido chicorico, acido docosahexaendico (DHA), carvedilol, L-carnitina, coenzima Q-10 entre
outros ja foram testados buscando alternativas para amenizar os efeitos colaterais do
tratamento com doxorrubicina (CARRASCO et al., 2020; JABLONSKA-TRYPUC et al.,
2018; SERGAZY et al., 2020; VINCENT et al., 2013). Assim, a suplementagéo de creatina
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foi considerada como alternativa nesse estudo ndo somente por sua acdo antioxidante (direta
e indireta), mas também devido aos seus efeitos pleotroficos, e devido a isso, a suplementagéo
com creatina deve ser considerada como estratégia para retardar a sarcopenia
(CORDINGLEY; CORNISH; CANDOW, 2022; GUESCINI et al., 2017).

Alguns estudos j& mostraram o potencial da creatina em modelo animal em reduzir o
tamanho do tumor, amenizar a perda de massa corporal, diminuir o estresse oxidativo causado
pelo tumor, atuar como anti-inflamatorio atraves da reducédo de citocinas inflamatdrias (TNF-
a e IL-6), promover alteragdes morfologicas no bago (diminuiu o tamanho do foliculo do
baco), aumentar a imunidade das células T anti-tumorais e prevenir o aumento de genes
chaves da atrofia muscular induzida pelo tumor (Atrogin-1 e Murf-1), e ainda quando
utilizada em conjunto a outras substancias (metilglioxal e acido ascorbico) aumentou a
sobrevida dos animais com tumor (CAMPOS-FERRAZ et al., 2014, 2016; CELLA et al.,
2019, 2020; CORDINGLEY; CORNISH; CANDOW, 2022; DEMINICE et al., 2016; DI
BIASE et al., 2019; PAL; ROY; RAY, 2016; PATRA et al., 2012). Entretanto pouco se sabe
sobre 0 uso dos quimioterapicos, em especial da doxorrubicina, em conjunto a suplementacao
de creatina. Partindo da ideia de que uma das formas de utilizar a suplementacdo de creatina
no tratamento do tumor é em conjunto com o tratamento quimioterapico é fundamental
estudar os possiveis riscos e beneficios da suplementacdo de creatina diante os efeitos
colaterais do tratamento com doxorrubicina antes de oferta-la para paciente em fase de

tratamento.

Os resultados da suplementacdo de creatina sobre a forca muscular encontrados nesse
estudo sdo promissores e complementam os resultados encontrados em modelo ex vivo em
estudos prévios. A suplementacdo de creatina retardou a perda de forca muscular induzida
pelo tratamento com doxorrubicina como podemos observar na progressdo de forca dos
animais e na carga carregada pelos animais no teste da escalada. No estudo BREDAHL,;
HYDOCK, (2017) a suplementacdo de creatina protegeu o musculo EDL e séleo contra a
reducdo da producdo de forca maxima induzida pelo tratamento agudo de 20 mg/kg de
doxorrubicina em modelo ex vivo (BREDAHL; HYDOCK, 2017).

Esses resultados em conjunto com os dados de atrofia muscular presentes nesse estudo,
em que a suplementacdo de creatina mitigou a atrofia muscular do musculo soleo e EDL
sugerem um efeito protetor da suplementacdo de creatina na toxicidade do musculo
esquelético induzido pelo tratamento com doxorrubicina que reflete na forca dos animais. No

presente estudo foi encontrado um aumento na GSH/GSSG, o que sugere melhora na
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capacidade antioxidante no masculo, entretanto os mecanismos que podem estar por de tras

dessa protecdo permanecem desconhecidos.

A literatura apresenta diversos efeitos protetores da suplementacdo de creatina contra
disfuncGes musculares principalmente através da capacidade da suplementagdo em aumentar a
reserva de PCr favorecendo a oferta de ATP (BREDAHL et al., 2020; BREDAHL;
HYDOCK, 2017). Para os mausculos glicoliticos, como no musculo EDL, a principal
especulacdo é de que uma maior disponibilidade energética na célula, devido ao aumento da
reserva de PCr pela suplementacdo de creatina, faz com que o muasculo demore mais para
entrar em fadiga (BREDAHL; HYDOCK, 2017). Enquanto nos masculos aerébicos, como no
soleo, a suplementacdo de creatina exerce efeitos na Ck mitocondrial (mtCK), enzima essa
responsavel em catalisar o ATP sintetizado na mitocdndria e a creatina do citosol para
regenerar PCr no sarcoplasma (BREDAHL; HYDOCK, 2017). Tokarska-schlattner,
Wallimann e Schlattner, (2002) mostraram que o tratamento com doxorrubicina prejudica a
funcdo da enzima mtCK. E ainda, estudos em cultura de célula realizados em cardiomidcitos
demonstraram que o tratamento com doxorrubicina atrapalha a reciclagem de ADP pela PCr,
o transporte de creatina e altera a cinética da enzima creatina quinase, sendo esses mais alguns
dos mecanismos pelo qual a doxorrubicina promove aumento da producdo de ERO e
consequente disfuncdo mitocondrial (BREDAHL et al., 2020; SESTILI et al., 2016;
TOKARSKA-SCHLATTNER et al., 2006, 2007).

Dessa forma, sabendo que a doxorrubicina provoca disfungdes mitocondriais e atrapalha o
metabolismo aerdbico, o aumento da reserva de PCr fornecido pela suplementacdo de creatina
pode vir a ser uma saida para suprir as necessidades energéticas da célula e amenizar a atrofia
muscular induzida pelo tratamento com doxorrubicina (BREDAHL et al., 2020; BREDAHL,;
HYDOCK, 2017; SESTILI et al., 2016; TOKARSKA-SCHLATTNER et al., 2006, 2007).

Outro resultado que merece destaque nesse estudo sdo os niveis de IL-6 encontrados no
coracdo e deplecdo linfoide no bago. Esses resultados estdo relacionados com a resposta anti-
inflamatdria da suplementacdo de creatina que muitos estudos ja tém descrito. Cordingley,
Cornish e Candow (2022) apresentaram uma série de situacGes (modelos de artrite e
osteoartrite, cancer, inflamac6es hepéticas, modelos de exercicio, entre outras condi¢des) as
quais a suplementacdo de creatina foi efetiva em diminuir marcadores inflamatérios, porém
mais estudos para compreender 0os mecanismos pelos quais a creatina consegue exercer essa

funcéo séo necessarios.
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8 LIMITACOES

Algumas limita¢Ges do trabalho devem ser consideradas. O presente estudo néo representa
um cenario clinico uma vez que apenas pessoas com cancer fazem uso da doxorrubicina, e
existem interacBes importantes que devem ser consideradas quando estudado um modelo
animal com tumor e um animal saudavel recebendo quimioterapia. Para conseguirmos
compreender se os efeitos da suplementacdo de creatina amenizando a perda de forca e atrofia
muscular sdo realmente compensadores, devido principalmente sua acéo nas citocinas e bago
€ necessario um estudo com modelo de tumor para observar se a suplementacéo de creatina
ndo impede ou atrasa o efeito da doxorrubicina nas células tumorais, uma vez que o

mecanismo de ataque da doxorrubina nas celulas tumorais é atraves da imunossupressao.

Uma vez que a pesquisa experimental deve servir como base para estudos com humanos,
muitos estudos devem ser conduzidos antes desses achados serem levados para humanos.
Como perspectivas futuras, deve-se pensar também no uso da suplementagdo de creatina apos
o fim dos ciclos de quimioterapicos. O principal foco do estudo foi investigar os mecanismos
pelo qual os ciclos de doxorrubicina podem prejudicar a funcéo fisica e 0 musculo esquelético
dos animais e se a suplementacdo de creatina exerce alguma interacdo com a doxorrubicina,
uma vez que a literatura apresenta em sua maioria estudos com dose aguda avaliando esses
aspectos e o tratamento na préatica clinica € comumente realizado em ciclos que duram meses.
Por fim, o trabalho carece de anélises de funcdo cardiaca de forma a conseguir avaliar melhor
os efeitos da suplementacdo de creatina nas fungdes cardiacas, mas contribui para a literatura
quando destacados os testes de forca e funcdo muscular, devido a escassez de estudos

analisando essas variaveis em modelos animais.
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9 CONCLUSOES

A utilizacéo de ciclos de 6 mg/kg a cada 5 dias (dose acumulativa de 18 mg/kg) de
doxorrubicina € compativel com o tratamento em pacientes oncolégicos onde ha significativa
perda de massa corporal e consequentes disfunc@es fisicas, caracterizadas principalmente pela
atrofia do musculo esquelético e cardiaco, perda de forca e de funcdo, sendo esses 0s
principais definidores da sarcopenia e fragilidade.

A suplementacdo de creatina mitigou a perda de forca, atrofia muscular promovida
pela doxorrubicina, além de apresentar acdo anti-inflamatéria no musculo cardiaco assim, a
suplementacdo de creatina pode ser uma estratégia para amenizar a toxicidade muscular

induzida pelo tratamento com doxorrubicina, porém mais estudos sdo necessarios.
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Prezado(a) professor(a),

Certificamos que o adendo do projeto intitulado: “Toxicidade muscular cardiaca e esquelética
induzida pelo quimioteripico doxorrubicina em modelo de carcinoma experimental: efeito da
suplementacio de creatina e do exercicio™ protocolo CEUA n® 11131.2019.07 sob a responsabilidade de
Rafael Deminice que envolve a produgiio, manutenciio e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentaciio Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) no dia
11/01/2022.

Este projeto tem por objetivos estudar o possivel efeito protetor da suplementagio de creatina e do
exercicio resistido sobre a toxicidade e atrofia muscular cardiaca e esquelética induzidos por doxorubicina
(DOX); estudar o possivel papel adjuvante da suplementagiio de creatina e do exercicio resistido no tratamento
do cancer com quimioterapico DOX e analisar o efeitos da suplementagfio de creatina e do exercicio fisico sobre
asobrevida dos animais inoculados com tumor e tratados com DOX. Grau de invasividade: GI3.

A CEUA-UEL autorizou a prorrogaciio do projeto em 6 meses ¢ a substituicio do modelo
experimental inicialmente proposto com ratos Wistar para o modelo experimental com 60 camundongos
da linhagem C57-BL, bem como a adigio do teste de fungio cardiovascular em esteira ergométrica.

Finalidade () Ensino (X ) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizgio 12/01/2022 a 01/03/2023

Espécie/ linhagem/ raca Camundongo isogénico — C57 BL

N de animais 60

Peso/ Idade 25 g/ 2 meses

Sexo Machos

Origem Universidade de Sio Paulo - Faculdade de Medicina de Ribeirfio Preto

Amostras a serem coletadas Sangue, musculo séleo, gastrocnémio, extensor longo dos dedos, gordura
epididimal e retroperitoneal, coragio, figado, bago e tumor,

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragoes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter 0 novo protocolo a apreciagio da CEUA/UEL anteriormente a execugiio das modificagdes.

Em cumprimento as exigéncias do CONCEA, em até 30 dias da finalizagio do projeto de
pesquisa ou extensio envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia expresso neste oficio), é
necessario encaminhar relatério da descrigio de uso de animais para ceua@uel.br, conforme modelo
disponivel no site da CEUA: http://'www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php.

Coloco-me a disposigiio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem mais para
o0 momento, subscrevo-me, cordialmente,

Prof® Dr* Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Vice-coordenadora da CEUA/UEL

Imao.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a). Rafael Deminice

Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Educagiio Fisica/ CEFE

C/C para a Diregio do Centro de Educagdo Fisica e Esportes/ CEFE

Campus Unive rsitirio: Rodovia Celso Garcin Cid (FR #405), lan 380 = Fone (04 3) 357 1-4000 PABY - Fax 33288480 - Caiva Postal 10011 - CEP 86057-970 « Intemet hitp: fwww velbr
LONDRINA - PARANA - HRASIL

86



