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CELLA, Paola Sanches. Suplementacdo de creatina previne a atrofia muscular pela
atenuacao da inflamacéo sistémica e da sinalizacdo para degradacdo proteica em ratos
com tumor de walker-256. 2018. 45f. Dissertacdo de Mestrado. Programa Associado
UEL/UEM de Pos-graduacdo em Educacdo Fisica. Centro de Educacdo Fisica e Esporte
(CEFE). Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

INTRODUGCAO: Estudos recentes demonstram que a suplementagio de creatina pode inibir
a perda de peso induzida por distrofia de Duchenne, miastenia grave, esclerose lateral
amiotrofica e imobilizacbes. No entanto, poucos trabalhos investigam o papel da
suplementacdo com creatina na perda de massa muscular induzida pela caquexia do cancer.
OBJETIVO: Analisar o efeito da suplementagéo de creatina na caquexia induzida pela forma
s6lida do tumor de Walker- 256. METODOS: Ratos Wistar machos (n=24) foram pesados e
divididos aleatoriamente em trés grupos (n=8): controle (C), inoculados com tumor (T), e
inoculados com tumor e suplementados com creatina (TCr). A creatina foi adicionada na agua
de beber (8g/L) por um periodo de 21 dias, ad libitum. Apds 11 dias de suplementacéo,
células tumorais foram inoculadas subcutdneamente nos grupos T e TCr. Dez dias ap6s a
implantagdo tumoral os animais foram pesados e eutanasiados. O sangue foi coletado e os
musculos gastrocnémio e s6leo e EDL assim como o tumor foram retirados e pesados para
anélises bioquimicas e histolégicas. RESULTADOS: O crescimento tumoral promoveu
reducdo no ganho de peso corporal (-21%), atrofia no mudsculo séleo (area de seccéo
transversa —ASTr: 31%) e EDL (ASTr: 7,13%) todos comparados com o grupo C (p<0,05).
Além disso, promoveu inflamacdo sistémica caracterizada pelo aumento da contagem de
leucécitos (115%) e de citocinas circulantes (IL-6, 347% e TNF-a, 166%), assim como
aumento da massa do baco (80%), da polpa branca (49%) e do foliculo linfoide (120%)
(p<0,05). No musculo EDL, os niveis de Murf-1 e Atrogin-1 aumentaram, respectivamente,
27% e 23% em relacdo ao grupo C, porém ndo houve alteracdo na expressdo de mRNA da
atrogin-1. Em contrapartida, a suplementacdo de creatina preveniu a perda de massa corporal,
reduziu o tamanho do tumor (46%), amenizou a atrofia do masculo soleo (ASTr, 15,8%)
restaurou os niveis plasmaticos das citocinas inflamatdrias a niveis basais (C=TCr,) assim
como foi capaz de reduzir o tamanho da polpa branca (63%) e do foliculo linfoide (61%) do
baco (p<0,05). Além de reduzir os niveis basais de mMRNA de atrogin-1 e das proteinas Murf-
1 e Atrogin-1. Embora a suplementacédo de creatina tenha reduzido o crescimento tumoral, ela
ndo alterou a proliferacdo celular, apoptose e deposicdo de tecido conjuntivo no tumor.
CONCLUSAO: A suplementacio de creatina previne o desenvolvimento da caquexia do
cancer, reduzindo a atrofia muscular e atenuando o ambiente pro-inflamatério induzido pelo
tumor, condicdo essa responsavel por diminuir a expressao de importantes reguladores da
degradacdo de proteinas mediada pelo sistema UP. Apesar da significativa reducdo no
tamanho do tumor, a suplementacao de creatina ndo mitigou a agressividade tumoral.

Palavras-chave: Proteélise muscular. Creatina. Tumor.



CELLA, Paola Sanches. Creatine supplementation prevents muscle atrophy by
attenuating systemic inflammation and protein degradation signaling in walker-256
tumor-bearing rats. 2018. 45p. Dissertation (Master’s degree in Physical Education). Centro
de Educacdo Fisica e Esporte (CEFE). Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR,
2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Evidence demonstrated that creatine supplementation inhibits weight
loss induced by Duchenne dystrophy, myasthenia gravis and immobilization. However, few
studies investigated the role of creatine supplementation in the loss of muscle mass induced
by cachexia of cancer. OBJECTIVE: To investigate the effect of creatine supplementation
on cachexia induced by the solid form of Walker-256 tumor. METHODS: Male Wister rats
were weighed and randomly assigned into four groups (n = 8) designated as control (C),
tumor-bearing (T), and tumor-bearing supplemented with creatine (TCr). Creatine was offered
in drinking water for 21 days (8 g/L) ad libitum. After 11 days of supplementation, tumour
cells were implanted subcutaneously into T and TCr groups. Ten days after tumour
implantation, the animals were weighed and euthanized. Blood was collected and the
gastrocnemius, soleus and EDL muscles, as well as the tumor, were removed and weighed for
biochemical and histological analyzes. RESULTS: Tumor growth promoted loss of body
mass (-21.3%), reduced cross-sectional area (ASTr) in soleus (34.37%) and EDL (7.13%) all
compared to C group (p<0,05). In additional, it promoted systemic inflammation
characterized by increased leukocyte counts (115%) and circulating cytokines (TNF-a, 166%
and IL-6, 347,4%), as well as increased spleen mass (80%), white pulp (49%) and lymphoid
follicle (120%) (p<0.05). In the EDL muscle, the protein levels of Murf-1 and Atrogin-1
increased, respectively, 27% and 23% in relation to group C, but there was no change in
atrogin-1 mRNA expression. On the other hand, supplementation reversed body weight loss,
reduced tumor size (46%), improved atrophy of soleus muscle (ASTr, 15.8%) restored plasma
levels of inflammatory cytokines to basal levels (C=TCr), as well as reducing the size of the
white pulp (63%) and the lymphoid follicle (61%) of the spleen (p<0.05). In addition, it
reduced basal levels of ATROGIN-1 mRNA and protein levels of Murf-1 and Atrogin-1.
Although creatine supplementation reduced tumor growth, it did not alter cell proliferation,
apoptosis and connective tissue deposition. CONCLUSION: In conclusion, creatine
supplementation prevents cancer-cachexia development and skeletal muscle wasting by
attenuating the tumor-induced pro-inflammatory environment, a condition that is responsible
for decreasing the expression of important regulators of protein degradation mediated by
ubiquitin proteasome system. Despite the significant reduction in tumor size, creatine
supplementation did not mitigate tumor aggressiveness.

Key Words: Muscle proteolysis. Creatine. Cachexia
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1 INTRODUCAO

A perda de massa muscular é o principal componente da caquexia do cancer, a qual
prejudica progressivamente a capacidade funcional dos pacientes (TAN; FEARON, 2008).
Essa desordem compromete a eficacia do tratamento terapéutico e aproxima os pacientes com
cancer de um prognostico irreversivel (GALVAO et al., 2010).

Atualmente, a perda muscular causada pela caquexia é usada como prognostico de
sobrevida (ARGILES; BUSQUETS; STEMMLER; LOPEZ-SORIANO, 2014; GALVAO et
al., 2008; LENK; SCHULER, ADAMS, 2010). Estudos sugerem que a perda de massa
muscular induzida pela caquexia do cancer € resultado do desequilibrio entre a degradacéo e a
sintese proteica, mediada, entre outros fatores, por citocinas inflamatdrias e espécies reativas
de oxigénio (ERO) (BALKWILL e MANTOVANI, 2012; PENNA et al., 2010; POWERS et
al., 2016). O aumento do estresse oxidativo local e a regulacdo das citocinas pro-inflamatérias
podem promover o catabolismo muscular pelo sistema ubiquitina- proteassoma (UP). A
protedlise através do sistema dependente de Ub (ubiquitina) é o principal mecanismo para
aumentar a degradacdo muscular na caquexia do cancer (BALKWILL e MANTOVANI,
2012). A atrofia muscular esta relacionada com duas principais E3 ligases do sistema da UP
as quais sdo especificas do musculo esquelético, sendo estas a atrogin-1, também conhecida
como muscle atrophy F-Box (Mafbx), e a muscle ring-finger-1 (Murf-1). Essas E3 ligases
especificas sdo as responsaveis por direcionarem a poliubiquitinacdo das proteinas marcadas
diretamente para a protedlise no sistema Ub (GALVAO et al., 2008); a atividade do sistema
Ub se encontra aumentada no masculo esquelético com atrofia por diferentes causas,
incluindo pela caquexia do cancer (POWERS; MORTON; AHN; SMUDER, 2015).

A suplementacdo de creatina é muito utilizada no ambito esportivo com o objetivo de
aumentar a concentracdo de creatina nas células musculares permitindo aos atletas
aumentarem a capacidade de disponibilidade de ATP. Apos adquirir notabilidade nos anos 90
na area esportiva, a suplementacdo de creatina foi introduzida na area médica devido aos
efeitos terapéuticos e profilaticos encontrados em doencas que envolvem a perda de massa
muscular como a sindrome de Duchenne, esclerose lateral amiotrofica, atrofias por desuso,
entre outras(GUALANO et al., 2010; GUALANO et al., 2012; JOHNSTON et al., 2009;
MAZZINI et al., 2001; MENEZES et al., 2007; SAKKAS, SCHAMBELAN; MULLIGAN,
2009; SMITH; AGHARKAR; GONZALES, 2014; TARNOPOLSKY et al., 2004).

Os principais mecanismos descritos para agao da creatina nessas doengas baseiam-se

em sua interacdo com a bioenergética celular (sistema creatina fosfato), devido a capacidade
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de aumentar o ATP nas mitocndrias e na regulacdo energética (o efeito pleiotrdpico da
suplementacdo de creatina € revisado por Walliman et al., 2011, enquanto que o papel da
terapéutico da creatina € revisada por Gualano et al., 2010 e Gualano et al., 2011).
Recentemente, a suplementacao de creatina demonstrou ter propriedades antioxidantes
diretas e indiretas além de ser eficaz na redugdo da concentracdo de citocinas inflamatorias
(BASSIT; CURI; COSTA ROSA, 2008; CAMPOS-FERRAZ et al., 2016; FIMOGNARI et
al., 2009; MENEZES et al., 2005; TARNOPOLSKY et al.,, 2004; WALLIMANN;
TOKARSKA-SCHLATTNER; SCHLATTNER, 2011). Apesar dos resultados promissores,
até o momento apenas dois trabalhos analisaram os efeitos da suplementacdo de creatina na
caquexia do cancer. Deminice et al., 2016 e Campos-Ferraz et al., 2016 demonstraram que a
suplementacdo de creatina pode prevenir a perda de peso corporal, o crescimento do tumor e
apresenta efeito anti-inflamatério em ratos portadores de tumor. Entretanto, os efeitos da
suplementacdo de creatina sobre a atrofia muscular induzida pela caquexia, seus mecanismos

de acdo e a acdo da suplementagéo de creatina no tumor permanecem desconhecidos.
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OBJETIVOS
1.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos da suplementacdo de creatina sobre a perda de massa muscular

em ratos inoculados com células tumorais de Walker-256.

1.2 Objetivos especificos

e Estudar os efeitos do crescimento do tumor de Walker-256 sobre o desenvolvimento da
caquexia.

e Analisar o efeito da suplementacéo de creatina sobre o crescimento do tumor, perda de
massa corporal e area de sec¢do transversa muscular.

e Investigar os possiveis mecanismos pelos quais a suplementagdo com creatina pode
amenizar/reverter a caquexia, analisando principalmente a inflamacéo e o sistema Ub.

e Estudar os efeitos da suplementagdo de creatina sobre o tamanho e parametros de

agressividade tumoral.
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2 HIPOTESES (H)

Hipdtese alternativa (H1) = A suplementagdo de creatina previne/ameniza a perda de
massa corporal e massa muscular através da diminuicdo do estresse oxidativo e inflamacéo e
diminui a sinalizacdo de enzimas de degradacdo proteica induzidas pelo tumor de Walker-
256 em ratos.

Hipdtese nula (Ho) = A suplementacdo de creatina ndo altera as complicacOes, tais
como perda de massa corporal, estresse oxidativo, inflamacéo, e ndo modifica a expressado
génica de enzimas que aumentam a sintese e diminuem a degradacao proteica provocada pelo

tumor de Walker-256 em ratos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Caquexia

A caquexia € uma sindrome complexa caracterizada pela perda involuntaria e continua
de massa muscular esquelética (com ou sem detrimento do tecido adiposo), nao pode ser
totalmente revertida com auxilio nutricional e conduz a um comprometimento funcional
progressivo (FEARON et al., 2011) Tal sindrome ndo esta somente relacionada com doencas
crénicas (comumente descrita associada ao cancer), estando presente em outras condicdes
inflamatdrias como doenca pulmonar obstrutiva crénica, insuficiéncia cardiaca, doenca renal
cronica e sepse (BOWEN; SCHULER; ADAMS, 2015; EVANS et al., 2008). A caquexia é
também frequentemente acompanhada de anorexia, 0 que pode agravar a perda de massa
corporal promovida pela doenca.

A incidéncia da sindrome entre pacientes com cancer € muito alta e varia de acordo
com o tipo do tumor. Pacientes com cancer gastrico ou pancreatico tém uma incidéncia maior
que 80%, cancer de pulmdo, prdstata ou colon ficam proximos de 50% e em tumores
mamarios ou algumas leucemias, cerca de 40% dos pacientes desenvolvem a sindrome
(ARGILES et al., 2014). O tempo de sobrevida esta principalmente relacionado com a perda
de massa muscular, sendo um importante fator de prognéstico e aparenta ser independente da
perda de peso corporal (ARGILES et al., 2014).

A caquexia, independente da causa, frequentemente esta associada com a sarcopenia,
primeiramente caracterizada pela perda lenta e progressiva de massa muscular associada ao
envelhecimento na auséncia de qualquer doenca ou condigdo subjacente (BOWEN,;
SCHULER; ADAMS, 2015; KIM; CHOI, 2013). A SCWD - Society on Sarcopenia,
Cachexia & Wasting Disorders- determina que o elemento chave da sarcopenia € a perda de
forca muscular ao invés da perda de massa. Em suma, a caquexia pode induzir sarcopenia
sendo esta um dos principais fatores responsaveis por diminui a qualidade de vida dos
pacientes (ROLLAND et al., 2011).

Argilés, et al. (2014) caracterizam a caquexia como um conjunto de desordens
metabdlicas onde ocorre desbalanco entre a sintese e degradacdo proteica, e diminui¢do da
capacidade oxidativa mitocondrial, prejudicando a producio de ATP pela célula (ARGILES
et al., 2014; TAYEK et al., 1986). O aumento do gasto energético de repouso € devido,
principalmente, a acdo de fatores circulantes (citocinas prd inflamatorias) produzidos pelo
sistema imune em resposta ao tumor ou até mesmo produzidas pelo proprio tumor, como o
fator indutor de protedlise e o fator de mobilizacdo de lipidios (EVANS et al., 2008;
MANTOVANI; MADEDDU; MACCIO, 2012). Os efeitos catabolicos das citocinas
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envolvidas promovem progressivas alterac@es atréficas no musculo esquelético em doencas
cronicas (TISDALE, 2010).

O crescimento tumoral ndo interfere apenas no metabolismo proteico, o0 tumor
promove também um aumento no catabolismo de carboidratos e lipidios o que potencializa o
déficit caldrico induzido pela anorexia (LAVIANO et al., 2005; LAVIANO et al., 2007).
Assim, com o catabolismo dos substratos aumentado 0s pacientes passam a ter fraqueza e
piora do quadro clinico (ARGILES et al., 2014; COSTELLI; BACCINO, 2003).

3.2 Estresse oxidativo, protedlise e inflamagdo no musculo esquelético

O estresse oxidativo € caracterizado pela perda da homeostase desencadeada pelo
desbalango entre o sistema de defesa antioxidante e uma exacerbada producdo de ERO
(espécies reativas de oxigénio). As ERO sdo moléculas altamente instaveis cuja producao
ocorre fisiologicamente devido aos produtos do metabolismo energético do oxigénio. A
exacerbacdo das ERO pode ser toxica para 0 organismo.

Para evitar uma superproducdo de ERO e permitir que a célula continue em
homeostase, 0 organismo conta com um sistema antioxidante complexo, os quais podem ser
de origem enddgena ou exdgena. Os enddgenos sdo classificados em a) enzimaticos os quais
incluem a glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase e b) 0s ndo enzimaticos que
sdo a glutationa, peptideos de histidina, transferrina e ferritina de ligacdo ao ferro, acido
lipoico, coenzima Q10, melatonina, uratos e tiéis (MACCIO et al., 2009; MANTOVANI et
al., 2003; MANTOVANI; MADEDDU; MACCIO, 2012).

Caso ocorra um desequilibrio entre a concentracdo de ERO e antioxidantes, nao
permitindo que os antioxidantes neutralizem o excesso de ERO, isto afetara componentes
celulares, principalmente os acidos graxos poli-insaturados (lipoperoxidagdo), proteinas e
especialmente o DNA (MACCIO et al., 2009; MANTOVANI et al., 2003; MANTOVANI et
al., 2007; MANTOVANI; MADEDDU; MACCIO, 2012). Se o equilibrio nio for
reestabelecido podera ocorrer disfuncdes celulares, morte celular e degeneracdo do tecido
(RANDO, 2002).

As condi¢bes patoldgicas comumente relacionam-se com a superproducdo de ERO
(RANDO, 2002). Em pacientes com cancer, por exemplo, 0 estresse oxidativo parece
aumentar a progressdo da doenca por mecanismos ainda ndo bem estabelecidos, entretanto o
que se sabe € que existe relagdo entre o estresse e as alteragdes metabdlicas, o qual influencia
no funcionamento e eficacia do sistema imunoldgico e afeta a disponibilidade de compostos
redutores (por exemplo NAD, FAD e GSH) (MACCIO et al., 2009; MANTOVANI et al.,
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1998; MANTOVANI; MADEDDU; MACCIO, 2012).

Em doencas que envolvem a perda de massa muscular o estresse oxidativo contribui
para a ativacdo de vias de sinalizacdo celular, através do aumento da expressdo de
componentes do sistema UP ou sistema proteassomal. Esse sistema proteolitico é o mais ativo
na caquexia e atrofia muscular induzida pelo cancer e esta relacionado com a progressao da
caquexia (COSTELLI; BACCINO, 2003; GOMES-MARCONDES; TISDALE, 2002;
PATEL; PATEL, 2017; TISDALE, 2009)

A atividade do UP depende da homeostase da célula, o desequilibrio causado pelas
ERO aumenta a atividade do sistema até que seja possivel retomar a homeostase (SHANG;
TAYLOR, 2011). Isso acontece porque as proteinas oxidadas aumentam a ativacdao da Ub,
permitindo que a Ub se ligue as proteinas danificadas promovendo a degradacdo destas pelo
sistema. Isso acontece pois € uma tentativa do organismo para se proteger da citotoxicidade
induzida por essas proteinas oxidadas (AIKEN et al., 2011; SHANG; TAYLOR, 2011).

A degradacéo pelo proteassoma pode ocorrer de forma dependente ou independente de
ATP. No processo ATP dependente as proteinas precisam estar ubiquitinadas para serem
reconhecidas e degradadas pelo complexo 26S (formado por um complexo 20S e dois 19S
mais uma molécula de ATP). A Ub age em conjunto com trés enzimas, sendo a E1 enzima
ativadora, a qual faz a ligacdo da Ub com uma molécula de ATP, a E2 enzima de conjugacéo,
responsavel por transferir a Ub da E1 para a E2 e posteriormente auxiliar a E3 que é a
proteina ligase que faz a marcacdo da proteina para que esta seja reconhecida e degradada
pelo barril proteassomal (POWERS et al., 2009). Porém algumas proteinas danificadas néo
precisam estar ubiquitinadas para serem reconhecidas pelo proteassoma, estas podem ser
degradadas diretamente pelo complexo 20S, de forma independente de ATP (PETERS;
FRANKE; KLEINSCHMIDT, 1994; SHANG; TAYLOR, 2011).

O estresse oxidativo exerce um papel fundamental na protedlise tanto na via
dependente quanto independente de ATP. Na via independente, as ERO induzem
modificacdes proteicas que levam ao reconhecimento destas pelo 20S. A via dependente de
ATP possui a participagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB). As ERO sé&o
capazes de inativar o fator inibitério kappa B (IkB) localizado no citoplasma, permitindo a
translocacdo do NFkB para o nucleo, que promoverd o aumento da transcricdo de genes que
favorecem a protedlise, como E3 ligases, conhecidas também como atrogin-1 e MuRF1
(POWERS; SMUDER; JUDGE, 2012).

O NF-Kb é também um fator de transcricdo muito importante na inflamacéo, pois

induz a producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Assim como o estresse oxidativo, a
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inflamag&o também pode aumentar a atividade do sistema UP. As citocinas e as ERO parecem
estar relacionadas e muitas vezes atuam em conjunto no sistema UP (GOODMAN, 1991,
FLORES et al., 1989; ZAMIR et al., 1992; ZAMIR et al., 1991). A inflamagéo esta muito
envolvida com a perda da massa muscular devido ao aumento da liberacdo de espécies
reativas de oxigénio pelo sistema imune, favorecendo a ativacdo do NF-xB (ARGILES et al.,
2014; GUARNIER et al., 2010). A IL-1 e 0 TNF-a podem induzir a protedlise muscular pela
mesma via que as ERO; a ativacdo do TNF-o aos receptores sarcolematicos estimula a
producdo de ERO e promove a translocacdo do NF-kB do citoplasma para o nucleo (LI;
REID, 2000; SPATE; SCHULZE, 2004).

Resumindo, existem trés principais mecanismos pelos quais a atividade aumentada do
NF- kB leva a atrofia do musculo: a) aumento da expressdao de proteinas envolvidas na
degradacéo proteica pelo sistema UP; b) aumento da expressdo de citocinas inflamatorias; c)
interferéncia na diferenciagdo miogénica (necessaria para a regeneragdo de mausculos
atrofiados) (LI; MALHOTRA; KUMAR, 2008).

Muitos sistemas proteoliticos estdo ativos na caquexia, como por exemplo, o sistema
lisossomal, célcio-dependente e o sistema da UP,mas os estudos mostram que o sistema
predominante da caquexia do cancer é o UP em especial devido ao aumento de duas E3
ligases principais, a Murf-1 e a Atrogin-1(YUAN et al., 2015). E esse aumento da atividade
do sistema UP parece estar relacionando com o ambiente pr6 inflamatério e oxidante que o
tumor promove (FEARON, GLASS e GUTTRIDGE, 2012; NERSALE; CARSON, 2014;
YUAN et al., 2015).

O TNF- a € responsavel por varios distirbios (apoptose, caquexia e resposta
inflamatdria) e esta relacionado com a perda de peso e de apetite, aumento da termogénese,
alteracBes no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios, resisténcia a insulina e
inducdo de protedlise (PATEL; PATEL, 2017).

A fungdo do TNF-o. no metabolismo proteico ainda é controverso, estudos indicam
gue essa citocina nao altera a sintese de proteinas e sim acelera a degradacdo, outros
demonstram que reduz a sintese (CHARTER; GRIMBLE, 1989; LI et al., 1998; LI; REID,
2000; SPATE; SCHULZE, 2004). Acredita-se que o TNF-o impeca a ocorréncia do
anabolismo pela inibicdo dos substratos de receptores de insulina promovendo aumento da
resisténcia a insulina e impedindo sua acdo anabdlica (SPATE; SCHULZE, 2004). Com
relagdo ao aumento da degradagéo proteica por TNF-a, 0 mecanismo mais relatado é atraves
do sistema UP (SPATE; SCHULZE, 2004).

Com base no exposto, a busca de terapias ndo-farmacoldgicas tem sido realizada na
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tentativa de amenizar as alteragdes musculares promovidas pelo cancer (LANDI et al., 2007;
LAVIANO et al., 2007; RESZKA; WASOWICZ; GROMADZINSKA, 2006; WALLACE,
2005).

3.3 Suplementagéo de creatina nas doengas relacionadas ao musculo esquelético

A creatina (acido a-metilguanidinoacético) é uma substancia natural do organismo
com duas formas de obtencdo: endégena e exdgena (carnes, ovos, peixes). Entretanto, apenas
metade da necessidade corporal diaria de creatina (~1 g/dia) é obtido na dieta, o restante € por
meio da sintese endégena (BROSNAN; DA SILVA; BROSNAN, 2011; SMITH,;
AGHARKAR; GONZALES, 2014). Cerca de 95% da creatina do nosso organismo encontra-
se nos musculos, 0s 5% restantes estdo distribuidos entre o cérebro, figado, testiculos e rins
(WALKER, 1979).

Existe uma capacidade méxima de sintese enddgena de creatina. A ingestdo de
alimentos ricos em creatina aumenta seus niveis no organismo, sendo esse 0 objetivo da
suplementacdo (SMITH; AGHARKAR; GONZALES, 2014; WYSS; KADDURAH-
DAOUK, 2000). Entretanto, o transporte da creatina para dentro das células é limitado (160
mmol/kg), se os transportadores ndo estiverem funcionando ou se a concentragdo maxima de
creatina for alcancada, os efeitos benéficos da creatina serdo insignificantes (HARRIS;
SODERLUND; HULTMAN, 1992; SMITH; AGHARKAR; GONZALES, 2014)

No organismo, a creatina pode ser encontrada na sua forma fosforilada (cerca de 60%
das reservas energéticas) ou na sua forma livre (40%). Em questdo de segundos a contracdo
muscular utiliza toda a reserva de ATP (2-5 mM) da célula e entdo o sistema fosfocreatina
(PCr) entra em acdo, regenerando o ATP e facilitando a translocacdo de energia das
mitocondrias para os locais de elevada demanda energética (HARRIS; SODERLUND;
HULTMAN, 1992; WALLIMANN et al., 1992). A regeneracdo do ATP ocorre de forma
rapida e reversivel, o mecanismo envolve a transferéncia do grupo N-fosfilo para a
fosforilcreatina para regenerar o ADP em ATP catalisada pela enzima fosforilcreatina quinase
(PCK) (GUALANO et al., 2010).

O interesse na creatina como suplemento cresceu com a descoberta da possibilidade de
aumentar seu contetido intramuscular, de promover o ganho de forca e de massa magra e ndo
somente reter liquido. Entdo, a suplementacdo de creatina comecou a ser estudada como um
recurso ergogeénico, primeiramente, no ambito esportivo (para aumentar as reservas de PCr)

promovendo aumento da fosforilagdo do ADP para ATP amenizando a deplecdo de energia
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durante 0 movimento rapido do musculo (GUALANO et al., 2010; GUALANO et al., 2012;
HARRIS; SODERLUND; HULTMAN, 1992; SMITH; AGHARKAR; GONZALES, 2014).

Além da relacdo com o metabolismo energético, a creatina esta associada a alguns
mecanismos de desregulacdo mitocondrial: exerce acdo antioxidante, controla concentracoes
de célcio intracelular, regula concentraces de glutamato extracelular e previne a abertura de
poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial (SMITH; AGHARKAR; GONZALES,
2014; STEFANI et al., 2014; XU et al., 1996). Assim, 0 interesse na suplementacdo de
creatina em condic¢des patologicas surgiu com sua aplicacdo em doencas neurodegenerativas
que resultam ou progridem por mecanismos de insuficiéncia energética (SMITH;
AGHARKAR; GONZALES, 2014; STEFANI et al., 2014; XU et al., 1996).

Em doencas onde ocorre perda de massa muscular como distrofia de Duchenne,
esclerose lateral amiotrofica e fibromialgia, entre outras, os efeitos da suplementacdo de
creatina vém sendo estudados (CAMPOS-FERRAZ et al.,, 2014; ALVES et al., 2013;
GUALANO et al., 2010; JOHNSTON et al., 2009; MAZZINI et al., 2001; TARNOPOLSKY
et al., 2004). Nessas doencas a suplementacdo melhorou a composicao corporal, preservou e
até mesmo aumentou a forca e atenuou a perda de massa muscular (ALVES et al., 2013;
CAMPOS-FERRAZ et al., 2014; GUALANO et al.,, 2010; JOHNSTON et al., 2009;
MAZZINI et al., 2001; SAKKAS; SCHAMBELAN; MULLIGAN, 2009; TARNOPOLSKY
et al., 2004). Entretanto, os mecanismos de acdo da creatina ainda néo estdo elucidados. Ao
que parece, a suplementacédo exerce papel antioxidante e anti-inflamatdrio, mas ndo se sabe ao
certo se essa resposta é decorrente de agdo sistémica ou muscular (BASSIT; CURI; ROSA,
2008).

Lawler et al. (2002) revelaram um potencial da creatina em agir de forma direta na
remocao de ERO, outro estudo demonstrou que a creatina pode exercer atividade citoprotetora
contra alguns agentes oxidativos. A citoprotecdo encontrada parece ser independente do
estado antioxidante da célula (estado das enzimas antioxidantes catalase e glutationa
peroxidase), sugerindo a interacdo direta entre creatina e agentes oxidantes e/ou radicais livres
(SESTILI et al., 2006). O efeito protetor da creatina contra o dano ao DNA e RNA é
resultado da sua capacidade de remover radicais livres de forma direta (FIMOGNARI et al.,
2009; GUIDI et al., 2008).

Trabalhos mostram que as alteracGes energéticas, principalmente aquelas relacionadas
a desregulacdo da via Creatina/CK, estdo associadas a um aumento da inflamagdo
(KITZENBERG; COLGAN; GLOVER, 2016). O aumento da concentracdo intracelular de

creatina e PCr promovido pela suplementagcdo pode exercer efeitos benéficos em disturbios
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inflamatorios e isquémicos (KITZENBERG; COLGAN; GLOVER, 2016; ROY; LEE, 2016).
Ja foi relatado que a suplementacdo de creatina é capaz de reduzir os niveis de citocinas
inflamatdrias circulantes depois de uma competicdo de meio- Ironman (BASSIT; CURI;
ROSA, 2008). Em cultura de células observou-se que a creatina reduz a permeabilidade
endotelial e a diapedese de neutrdfilos, através da reducdo da expressdo de moléculas de
adesdo (NOMURA et al., 2003).

Apesar da acdo profilatica da suplementacdo de creatina em doengas que promovem
aumento da protedlise, poucos trabalhos estudaram a suplementa¢do como um coadjuvante
para reduzir os distlrbios causados pela caquexia induzida pelo cancer. Deminice et al.
(2016a) suplementou ratos Wistar com creatina em um modelo de 10 dias de tumor de
Walker-256 e a suplementacédo foi capaz de prevenir a perda de peso corporal induzida pelo
tumor, além de diminuir o estresse oxidativo hepatico, indicando que a suplementacao exerca
uma acgdo antioxidante. No estudo de Campos-Ferraz et al. (2016) a suplementacdo de
creatina, em ratos inoculados com células tumorais de Walker-256, foi capaz de atenuar o
crescimento do tumor e a inflamacéo associada a caquexia, porém ndo se sabe ao certo por
quais mecanismos, além disso a acidose metabdlica foi atenuada.

Outro mecanismo que parece estar relacionado ao potencial da creatina em diminuir a
perda de massa corporal induzida por doencas ¢ devido ao fornecimento de grande quantidade
de energia quimica no citosol. Isso ocorre devido a rapida difusdo da PCr e da creatina entre
regides com alta producdo e alta demanda energética, que compensa a lenta difusdo do ATP e
ADP. A enzima CK tem grande participacdo nesse processo, pelas suas isoformas citosélicas
e mitocondriais (CAMPOS-FERRAZ et al., 2016; MARTIN et al. 1994; PEARLMAN;
FIELDING, 2006; WALLIMANN; TOKARSKA-SCHLATTNER; SCHLATTNER, 2011;).
A creatina, além de atuar na bioenergética (pelo acoplamento do sistema PCr/CK ao
transportador de adenina nucleotideo) é capaz de reduzir a formagdo de ERO e inibir a
transicdo da permeabilidade mitocondrial, diminuindo a protedlise e apoptose da célula
muscular, como apresenta a tabela 1 (WALLIMAN; TOKARSKA-SCHLATTNER,;
SCHLATTNER, 2011; YAN, 2016).
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Tabela 1- Efeitos pleiotrépicos da creatina para funcdo e protecao celular

Efeitos energéticos da creatina
Melhora o estado energético da célula (PCr/ATP) e o
desempenho muscular

Facilita o transporte de energia intracelular

Melhora a eficiéncia da utilizacdo de energia

Estimula a respiragdo mitocondrial (melhorando a oferta de
energia)

Estabiliza o complexo mitocondrial PTP atuando como
protetor mitocondrial (anti-apoptético)

Efeitos antioxidantes e anti apoptéticos da Creatina
Acéo antioxidante direta

Forte antioxidante indireto na mitocondria

Reduz o dano oxidativo ao DNA, especificamente no DNA
mitocondrial

Atualiza as enzimas para a defesa ao EO

Protec¢do in vivo de toxinas mitocondriais

Outros efeitos da Creatina

Induz a expresséo de diferentes fatores de transcrigdo

Reduz os marcadores de inflamag&o durante o exercicio
resistido

Ativa a sinalizacdo celular e melhora a diferenciacéo das
células musculares

Diminui os niveis de homocisteina e peroxidacdao lipidica
(fatores de risco cardiaco)

Atua como osmadlito, protegendo as células contra o estresse
hiperténico

PCr se liga nas membranas celulares, estabiliza e protege as
membranas celulares de eritrdcitos

(Harris et al. 1992; Greenhaff et al.
1993)

(Wallimann 1975; Saks et al. 1978,
2006b; Bessman and Geiger 1981;
Wallimann and Eppenberger 1985;

Bessman 1986; Wallimann et al.
1992,
1998; Kaasik et al. 2003;

Wallimann et al. 2007)

(Rossi et al. 1990; Steeghs et al. 1997,
Pulido et al. 1998; van

Leempultte et al. 1999)

(Kay et al. 2000; Meyer et al. 2006)

(O’Gorman et al. 1997a; Dolder al.
2003; Hatano et al. 2004)

(Lawler et al. 2002)
(Meyer et al. 2006; Sestili et al. 2006)
(Guidi et al. 2008)

(Young et al. 2010)
(Hosamani et al. 2010)

(Hespel et al. 2001; Louis et al. 2004;
Deldicque et al. 2008; Safdar et al.
2008)

(Santos et al. 2004; Bassit et al. 2008)

(Ceddia and Sweeney 2004; Louis et
al. 2004; Deldicque et al. 2007,2008)

(Deminice et al. 2009)
(Alfieri et al. 2006)

(Saks et al. 1996; Tokarska-
Schlattner et al. 2003, 2005a)

Fonte: Walliman;Tokarska-Schlattner;Schlattner (2011). Adaptada pelo autor deste trabalho.
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4 METODOS
4.1  Animais e tratamento

O experimento foi conduzido com 24 ratos Wistar machos pesando entre 220-240g,
provenientes do Biotério Central e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Patologicas da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram acomodados em gaiolas
coletivas contendo no maximo 5 animais, com racdo (Nuvilab CR-1, Nuvital) e adgua ad
libitum. Os animais foram divididos randomicamente em trés grupos: grupo controle (C),
inoculados com tumor (T) e grupo inoculados com tumor e suplementados com Creatina
(TCr). Todos os procedimentos experimentais foram iniciados somente ap6s aprovagdo do
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina (n°
17628.2012.6).

4.2  Delineamento experimental

Apo6s uma semana de ambientacdo ao biotério experimental, os animais do grupo
tumor-creatina iniciaram a suplementacdo com creatina adicionada a agua de beber (ad
libitum) numa concentracdo de 0,8g/dL (DEMINICE et al., 2016). Os animais dos grupos
controle e tumor mantiveram sua ingestdo de agua normal. Em todos os grupos, a ingestao de
agua foi monitorada diariamente para determinar a ingestdo de creatina. Apds 10 dias de
suplementacdo, os animais do grupo tumor e tumor- creatina foram inoculados com as células
tumorais de Walker-256. A eutanasia exsanguinacdo ocorreu 10 dias ap6s a inoculagdo do
tumor, completando 21 dias de suplementacéo (figura 1).
Figura 1 - Delineamento do estudo.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho. Delineamento do estudo separado em trés momentos: 1- Pesagem de
todos os animais e inicio da suplementacéo de creatina para os animais do grupo TCr; 2- inoculagdo do tumor de

Walker-256 nos grupos T e TCr e 3- Pesagem, eutanasia e coleta de dados de todos os animais.
4.3  Implantagédo do tumor

O tumor de Walker 256, um carcinoma mamario, foi mantido em laboratério atraves
de passagens semanais de células viaveis para a cavidade abdominal de ratos Wistar adultos
machos como tumor ascitico intraperitoneal (2,0x107 de células suspensas em 0,5 ml PBS).
No momento da inoculacéo, as células tumorais foram removidas da cavidade peritoneal (com
8 pl/ml de 5000 IU/ml heparina) e centrifugadas a 1.000 xg, e coletada a fase intermediaria.
Para inducdo do tumor sélido durante a fase experimental, células viaveis de Walker-256,
determinadas pelo método de contagem em camara de Neubauer e exclusdo pelo azul de
Tripan, foram retiradas do peritonio e inoculadas subcutdneamente no flanco direito dos
animais dos grupos tumor e tumor-creatina na concentragdo 7,0x10 células em 0,5 ml de
PBS.

4.4  Eutandsia e preparacdo do Tecido

Aos 21 dias de experimento, todos os animais foram anestesiados com uma injecao
intramuscular de ketamina e xilazina (100mg/kg e 13mg/kg, respectivamente) e sofreram
abertura da cavidade abdominal para puncdo da aorta abdominal e coleta de sangue. O
sangue foi coletado em tubos heparinizados, centrifugado a 1000 x g e o plasma separado e
armazenado a -80°C para posterior analise bioquimica. Os musculos séleo, tibial anterior
(TA), plantar (PL), gastrocnemio, EDL (extensor longo dos dedos) foram dissecados e
pesados. A soma desses musculos foi utilizada como parametro de massa muscular. Parte dos
masculos sdleo e EDL foram utilizadas para andlise histoldgica (avaliagdo da &rea de sec¢édo
transversa da fibra) e outra parte armazenada a -80°C para futuras andlises. A parte branca do
gastrocnémio foi separada para anélise de estresse oxidativo. O bago também foi retirado e
pesado para andlise histologica e as gorduras epididimal e retroperitoneal foram retiradas e
pesadas para representar a somatoria do tecido adiposo.

Os tumores foram cuidadosamente dissecados e pesados, uma parte do tumor foi

separada para analises histologica.

45  Analise Histoldgica
Os cortes histologicos do musculo esquelético (soleo e EDL), do bago e do tumor

foram realizados em amostras apds a inclusdo em parafina, seguindo o protocolo descrito por
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Fonseca et al. (2012). Resumidamente, as amostras foram fixadas em paraformaldeido (4%) e
depois lavadas com tampdo fosfato. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
concentracfes crescentes de etanol (70%, 96%, 100%), diafanizadas, impregnadas com
parafina e cortadas em micrétomo (LUPETEC, MRP, 2015) com 5 um de espessura, de forma
semi-seriada.

Ambos os masculos e o bago foram cortados transversalmente e corados com
hematoxilina e eosina. Apds a coloracdo, imagens representativas (aumento de 200 vezes)
foram adquiridas digitalmente em microscopio de luz com camera acoplada (Olympus
BX41®) e a area de seccdo transversa dos musculos, o tamanho do foliculo e a porcentagem
da polpa branca do bago foram calculadas com o auxilio do programa Image J. O tecido
tumoral também foi cortado transversalmente para investigacdo do tamanho da capsula
tumoral e da deposicdo de tecido conjuntivo. Para tal, os cortes foram corados com Sirius-
Red, e analisados com o programa Image J ap6s a aquisi¢do de imagens (aumento de 200
vezes para a regido central do tumor e aumento de 100 vezes para observagdo da capsula).

A quantificacdo das células tumorais em divisdo foi realizada através de
imunohistoquimica para o marcador de proliferacdo celular Ki67. Resumidamente, os cortes
foram permeabilizados com 0,1% de Triton X-100, por 1 hora, lavadas trés vezes em tampao
fosfato de potassio, e incubadas durante 40 minutos com solucéo de soro albumina bovina a
10%. Os cortes foram incubados durante duas horas, a temperatura ambiente com o anticorpo
primario anti-Ki67 (Abcam®, SP6- ab 16667, diluicdo 1:50). Na sequéncia, as amostras
foram incubadas com o anticorpo secundario (Sigma Aldrich- P1291, diluicdo 1:200), durante
duas horas a temperatura ambiente. A atividade da peroxidase foi visualizada apos adicéo de
peréxido de hidrogénio e 3,3’-7 diaminobenzidina, durante 5 minutos. A quantidade de area
marcada foi calculada apds a aquisi¢cdo de imagens representativas (aumento de 200 vezes),
utilizando-se também o programa Image J. A apoptose das células tumorais foi calculada pelo
teste de TUNEL utilizando-se um kit comercialmente disponivel (TREVIGEN, TACS® 2
TdT- DAB In Situ Apoptoses Detection Kit), sequindo as recomendacdes do fabricante. A
quantificacdo da area marcada, correspondente a extensdo da apoptose foi determinada com o

auxilio do programa Image J.

4.6  Estresse oxidativo muscular, citocinas plasmaticas e contagem total de leucécitos
O estresse oxidativo foi determinado no musculo gastrocnémio. A concentracdo de
malondialdeido no masculo (MDA) foi determinada por MDA-MP (reacdo com 1-metil-2-

fenolendol) adaptado de Spirlandeli et al. (2014). Concentracdes musculares de GSH e
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glutationa oxidada (GSSG) foram quantificadas de acordo com o método descrito por
Rahman, Kode e Biswas (2006).

Para analise dos marcadores inflamatdrios sistémicos foi utilizado o kit ELISA Ready-
SET-Go da eBioscience, para a interleucina 6 (IL-6 ref. 88-7064-88), interleucina 10 (IL-10
ref. 88-7105-88) e tumor de necrose tumoral-alfa (TNF- o ref. 88-7340-88). A contagem total
de leucdcitos foi mensurada usando o contador automatico BR®Accuri Cr.

4.7  Biologia Molecular

Expressao Génica

O RNA foi isolado de 100 mg do musculo s6leo usando o kit RiboPure (Ambion, part
number AM 1924, USA) seguindo as instrugcdes do fabricante. O RNA total foi quantificado
por espectrofotometria, analisando-se a densidade Optica a 260 e 280 nm (NanoDrop2000c,
ThermoScientific, USA). Foi realizado um tratamento adicionando-se DNase (DNA-free Kit,
Ambion, part number AM1906, USA) para remover DNA contaminante. O cDNA foi
posteriormente sintetizado utilizando-se 1000 ng de RNA através de kit (Applied Biosystems,
part number 4374966, USA) de alta capacidade de transcricdo reversa. A quantificacdo foi
realizada através de PCR em tempo real utilizando-se o equipamento 7500 Fast Real-time
PCR System (Applied Biosystems,USA). Foram utilizadas as seguintes sondas de expressdo
génica Tagman® Gene Expression probes (Applied Biosystems, USA): Fbxo32 (F-box
proteina 32) Rn00591730_m; mTOR (mechanistic target of rapamycin (serine/threonine
kinase) Rn00571541 ml. A beta-actina foi usada como gene de referéncia para a
normalizacdo da reacdo. A quantificacéo relativa foi determinada pelo método 2-44€T,

Imunobloting

O musculo EDL e so6leo foram homogenizados em tampdo contendo 50 mM de
HEPES, 40mM NaCl, 2mM EDTA, 1,5mM NasVO4, 50mM NaF, 10mM fosfato de sodio, 10
mM betaglicerofosfato de sodio, 1% Triton-X 100 e um coquetel inibidor de protease
(cOmplete™, CO- RO ROCHE), depois as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm a 4°C.
O sobrenadante foi isolado e a proteina foi dosada pelo kit padrdo QPRO-BCA (Cyanagen
Srl). Apo6s a quantificacdo da proteina as amostras foram separadas num gel 10% e
transferidas para a membrana PVDF (Bio-Rad, Immun- Blot®). A membrana foi bloqueada
com leite 5% e imunotransferida com os anticorpos primarios de FBX032 (ab74023, Abcam,
UK), MURF-1 (ab172479, Abcam, UK), SOD1 (#2770; CST) e GAPDH (G9545, Sigma-
Aldrich®). Para o anticorpo secundario foi utilizado o Anti-Rabbit IgG (Bio-Rad laboratories,
USA). As proteinas foram reveladas com ECL (Clarity™ Western ECL Substrate) da BIO-
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RAD e as bandas foram detectadas por filme radiografico. A densitometria das bandas foi
quantificada pelo programa Image J. Como controle de normalizagédo para o EDL foi utilizado
0 GAPDH devido a auséncia de alteracdes significativas entre as bandas dos grupos, para
normalizacdo do musculo so6leo foi utilizado o ponceau. A normalizacao foi feita dividindo o
valor da densitometria bruta de cada banda de interesse pelo valor da densitometria bruta do
GAPDH ou ponceau e entdo calculou-se a média e desvio padrdo para cada grupo.

4.8  Analises estatisticas

A normalidade de distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-wilk. Os
dados que assumiram distribuicdo normal foram apresentados em valores de média e desvio
padrdo, para comparacdo dos resultados paramétricos e intergrupais recorre-se a ANOVA
one-way seguido de post-test de Tukey para comparacOes entre apenas dois grupos foi
adotado o test t independente. Para a area de seccdo transversa dos muasculos soleo e EDL que
ndo cumpriram a suposi¢cdo de normalidade utilizou-se a mediana e quartis (25-75%) pelo
teste de Kruskal- Wallis com post-hoc de Dunn’s. O nivel de significancia adotado foi de P

<0,05. Os programas Origin 8.6 e GraphPad Prisma 5 foram utilizados para as analises.
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5 RESULTADOS

O desenvolvimento das células tumorais do tumor Walker-256 ndo interferiu na
ingestdo de agua ou comida (figura 2A e 2B, respectivamente), mas reduziu o ganho de peso
corporal dos animais (figura 2C). Dez dias de crescimento tumoral ndo alterou o peso do
musculo ou da gordura (figura 2D e 2E). A ingestdo de creatina no grupo tumor-creatina foi
de 1,02 £ 0,1 g/kg/dia. Essa concentracdo de creatina mitigou a perda de peso corporal
demonstrada pelo ganho de peso corporal na figura 2C.

Figura 2 — Avaliacdo dos parametros gerais dos animais
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho. (A) Ingestdo média de &gua; (B) ingestdo de ragdo; (C) ganho de
peso corporal; (D) > do peso dos musculos (s6leo, EDL, PL, gastrocnémico e tibial anterior); (E) Y. do peso da
gordura (epididimal e retroperitoneal); (F) imagens representativas dos animais no dia da eutanésia dos grupos
controle (C), tumor (T) e tumor-creatina (TCr). Valores expressos por média e desvio padrdo, médias com letras
diferentes apresentam uma diferenga com significancia entre elas (P<0,05) por ANOVA one-way seguido de
post-test de Tukey, ou teste t para amostra independentes.

O desenvolvimento do tumor promoveu atrofia no musculo esquelético, o que pode ser
observado na reducdo da area de seccdo transversa do musculo séleo e EDL quando
comparados ao grupo controle (figura 3A e 3B, respectivamente). A suplementacdo de
creatina foi capaz de atenuar a atrofia promovida pelo tumor no musculo séleo (figura 3A),

mas nenhuma alteracao foi encontrada no musculo EDL.
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Figura 3 - Areas de sec¢o transversa (ASTr) marcada com H&E do musculo s6leo e EDL.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho. Gréfico de dispersdo a esquerda e distribuicdo da area de sec¢édo
transversa pelo nimero de ocorréncia a direita do masculo séleo (A); grafico de dispersdo a esquerda e a area de
sec¢do transversa distribuida pelo nimero de ocorréncia a direita do muasculo EDL (B); imagens histolégicas
representativas do corte transversal do musculo soleo (C) dos grupos controle (C), tumor (T) e tumor-creatina
(TCr). Valores com letras diferentes apresentam uma diferenca com significancia (p<0,05) pelo teste Kruskal-
Wallis e post- hoc de Dunn’s).

Os niveis plasmaticos de TNF-o ¢ IL-6 foram, respectivamente, 166% e 347% mais
altos no grupo tumor quando comparados ao controle (figura 4A e 4B). Além disso, 0 grupo
tumor apresentou redugdo nos niveis de IL-10, aumento do MDA e na contagem total de
leucdcitos assim como aumento no tamanho do baco (figura 4C, 4D, 4F e 4G). Por outro lado,
a suplementacdo de creatina preveniu o aumento dos niveis plasmaticos do TNF-a e IL-6. A
suplementacdo de creatina também preveniu o aumento do tamanho do foliculo e da polpa

branca (figura 4H e 41) induzido pelo crescimento do tumor, apesar de néo ter sido capaz de
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prevenir tanto 0 aumento no tamanho do baco como o aumento dos leucdcitos circulantes do
grupo tumor.

Figura 4 - Analises do estresse oxidativo muscular e inflamacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho. Niveis plasméticos de fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a)
(A), interleucina- 6 (IL-6) (B) e interleucina-10 (IL-10) (C); niveis de malondialdeido (MDA) no musculo
gastrocnémico (D) e razéo de glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSS) (E); contagem total de células
brancas (F); peso do baco (G); cortes transversais do bago corados com H&E para anélises do tamanho do
foliculo (H) e porcentagem de &rea da polpa branca (I); Imagens representativas da histologia do baco,

- == representa a polpa branca e ----- tamanho do foliculo (J). dos grupos C (controle), T (tumor) e TCr
(tumor-creatina). Valores expressos por média e desvio padrao, médias com letras diferentes apresentam uma
diferenca com significancia entre elas (P<0,05) por ANOVA one-way seguido de post-test de Tukey.



A avaliacdo da sinalizacdo de degradacdo proteica estd apresentada na figura 5. A
suplementacdo de creatina preveniu o aumento induzido pelo crescimento do tumor nos
niveis de Murf-1 (p<0,05) e Atrogin-1 (p=0,06) no musculo EDL (figura 5A e 5B). O
mesmo, entretanto, ndo foi observado no musculo séleo (5D e 5E). A suplementacdo de
creatina foi capaz de prevenir o aumento dos niveis de Atrogin-1 mRNA (figura 5H).
Nenhuma alteracdo nos niveis de Mtor mRNA foi encontrada (figura 5G). Os niveis da
SOD1 néo alteraram em nenhum grupo em ambos os musculos analisados. (Figura 5C e F).
Né&o foi encontrada diferenca nos niveis de mMTOR mRNA entre 0s grupos nas analises de
RT-PCR no musculo séleo.

Figura 5 - Analise da sintese e da degradacdo de proteinas no musculo esquelético.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho. Niveis de Murf-1 (A), Atrogin-1(B) Esodl (C) no musculo EDL
(imagens representativas ao lado direito); Niveis de Murf-1 (D) e Atrogin-1 (E) e SOD1 (F) (imagens
representativas ao lado direito). Expressdo de mRNA do musculo s6leo; Imagem representativa do controle de
normalizagdo GAPDH para o musculo EDL e imagem representativa do controle de normalizagdo Ponceau para
0 musculo Séleo. Niveis de mMRNA da mTOR (G) e Atrogin-1 (H) da expressdo de mRNA no musculo soleo dos
grupos controle (C), tumor (T) e tumor-creatina (TCr). Valores apresentados em média e desvio padrdo. Médias
com letras diferentes apresentam diferenga com significancia (P<0,05) e & representa p=0,06 quando
comparado T com TCr por ANOVA one-way seguido por post test de Tukey.

Além da suplementacdo de creatina atuar a nivel sisttmico e muscular, a creatina foi
capaz de reduzir significativamente o tamanho do tumor em 46%. Entretanto apesar do
resultado promissor na reducdo do tamanho do tumor, nas analises histologicas processadas

no tecido tumoral nenhuma alteracdo que justificasse a reducdo do peso do tumor em
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decorréncia da suplementagdo de creatina foi encontrada. A taxa de proliferacdo tumoral
(figura 6A), a apoptose (figura 6B), a deposicdo de colageno (figura 6C) nas regides central,
intermediaria e periférica do tumor e o tamanho da capsula (Figura 6D) ndo apresentaram
diferenca estatistica.

Figura 6 - Analises tumorais.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho. Peso do tumor(A); tamanho da capsula (B); Coloragdo com Sirius
Red (C); Proliferagdo Tumoral com marcagdo do antigeno Ki67 (D); Apoptose determinada por TUNEL (E) dos
grupos tumor (T) e tumor-creatina (TCr), on # representa as células tumorais marcadas com o antigeno Ki67 e
*células apoptoticas. Valores expressos por média e desvio padrdo, médias com letras diferentes apresentam uma
diferenca com significancia entre elas (P<0,05) por teste t para amostra independentes.
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Figura 7- Resumo llustrativo dos efeitos da suplementacéo de creatina na sinalizagéo para
protedlise muscular esquelética em ratos portadores de tumor de Walker-256.
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Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho. 1- Aumento de citocinas inflamatoria sistémicas (TNF-o e 1L-6) pelo
desenvolvimento tumoral, as quais ativam genes especificos que resultam na transcricao de E3 ligases no nlcleo
da célula e promovem o reconhecimento da proteina para ser ligada a proteina Ub (ubiquitina) e posteriormente
degradada pelo barril proteassomal em peptideos. 2- Ativacdo da degradacéo direta de proteinas pela por¢do 20s
do barril proteassomal através da oxidagdo de proteinas pelas ERO (espécies reativas de oxigénio) e/ou oxidacao
do fator de Inibicdo kB (IxB) e translocacdo do fator de transcri¢do nuclear kB (NFkB) para o nucleo onde
promove a ativacao da transcri¢do de E3 ligases. 3- A¢do da suplementacdo de creatina na reducdo das citocinas
inflamatérias e na normalizacdo dos niveis de MDA (malondialdeido) e consequente diminuigdo das E3 ligases,
atrogin-1 e Murf-1.

Ceélula Muscular
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6 DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo foram 1) a suplementacdo de creatina
preveniu a perda de peso corporal e a atrofia do musculo esquelético induzida pelo
desenvolvimento do tumor; 2) devido aos seus efeitos anti-inflamatorios 3) e da diminuicédo
da sinalizacdo pro-atrofica via expressdo de Murf-1e Atrogin-1, importantes E3 ligases para
ativagéo do sistema UP.

Estudos demonstraram que a suplementacdo de creatina previne a perda de massa
corporal em pacientes com artrite reumatoide (WILKINSON et al., 2016), doenca pulmonar
obstrutiva crénica (FULD et al., 2005), distrofia de Duchenne (TARNOPOLSKY et al.,
2004) e imobilizacdo (AOKI et al., 2004). Os autores especulam que esta melhora pode ser
baseada na capacidade da creatina em reter agua devido a suas propriedades osméticas (AOKI
et al., 2004), o que sugere que o estado de hidratacdo da célula é um fator importante no
controle do turnover proteico, e esta relacionado a via MAPK (proteina quinase ativada por
mitdgeno), que desempenha um papel importante na regulacdo da sintese proteica (AOKI et
al., 2004; FULD et al., 2005). Outros autores acreditam que os efeitos da suplementacdo na
protecdo do peso corporal estejam relacionados com 1) sua acdo antioxidante (FIMOGNARI
et al.,, 2009; GUIDI et al., 2008; LAWLER et al., 2002) 2) sua acdo anti-inflamatoria
(BASSIT; CURI; ROSA, 2008; CAMPOS-FERRAZ, 2016) 3) sua capacidade de aumentar a
diferenciacdo de células miogénicas C2C12 pela via p38 e Akt/PKB (DELDICQUE et al.,
2007; XU; LIN; HUANG, 2017) e 4) sua interacdo em vias de degradacdo atenuando os
niveis da p53 (proteina responsavel pela apoptose no masculo), permitindo que a célula
sobreviva (RAHIMI et al., 2015).

A caquexia pode predizer uma condicdo irreversivel nos pacientes, principalmente os
com cancer (EVANS et al., 2008; VIGANO et al., 2004). A partir dos resultados promissores
da suplementacdo de creatina na protecdo da massa muscular, em diversas situagoes
patolégicas ou ndo, a creatina parece ser uma ferramenta eficaz para atenuar a caquexia.
Nosso estudo demonstrou que o efeito protetor da suplementacdo de creatina contra a atrofia
muscular estd relacionado a sua capacidade de combater o estado inflamatdrio sistémico
imposto pelo crescimento do tumor. O que estd de acordo com outros estudos que
apresentaram a acgdo anti-inflamatoria da creatina em modelos de artrite induzida por
carragenina, nistatina e por formaldeido (KHANNA; MADAN, 19778; RIESBERG et al.,
2016). Além disso, ja foi relatado aumento da expressdo do PPARa pela suplementacdo de
creatina, gene responsével por exercer efeitos anti-inflamatorios sobre a musculatura

esquelética num modelo de esteatose hepatica (DEMINICE et al; 2011). Riesberg et al.
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(2015) encontrou reducdo na IL-6 de macrdfagos de camundongos pré- tratados com creatina.
Campos-Ferraz et al. (2016) observou que a suplementagdo reduziu IL-6 e aumentou a
citocina anti-inflamatoria IL-10 em um modelo de 15 dias de tumor Walker-256. Nossos
resultados corroboram com esses achados, mostrando que a suplementacdo de creatina
previne o aumento de TNF-o e IL-6 plasméatica promovido pelo desenvolvimento do tumor,
ambas citocinas sdo importantes mediadores no processo caquético do cancer (FEARON;
GLASS; GUTTRIDGE; 2012; NARSALE; CARSON, 2014; YUAN et al., 2015).

Ainda com relacéo aos efeitos da suplementacdo de creatina na inflamacao promovida
pelo tumor, apesar da suplementacdo ndo prevenir a esplenomegalia, foi capaz de atenuar o
aumento do tamanho do foliculo e da polpa branca do baco, observados microscopicamente.
Em conjunto, esses dados sugerem um efeito anti-inflamatorio sistémico da suplementacéo de
creatina nos animais com tumor. Além da inflamacdo, os animais com tumor apresentaram
aumento de lipoperoxidacdo muscular, observado pelos niveis de MDA. Apesar da
suplementacdo ndo reverter a lipoperoxidacao induzida pelo tumor, houve uma normalizagédo
dos niveis de MDA nos animais suplementados.

Em conjunto, sabe-se que inflamacgdo e estresse oxidativo sdo capazes de ativar o
sistema UP, um dos principais responsaveis pela degradacéo proteica na caquexia do cancer
(POWERS; DUARTE; KAVAZIS; TALBERT, 2010). Ja foi relatado que altas concentracfes
de TNF-a promovem um aumento nos niveis de atrogin-1 em células de miotubos C2Cuiz,
através do aumento da Foxo-4 (LARICHAUDY et al., 2012; MOYLAN et al.,2008). E foi
encontrado também que o aumento de IL-6 circulante em camundongos ApcM™* aumentou 0s
niveis de atrogin-1 (BALTGALVIS et al., 2009). Nesse trabalho, n6s demonstramos que a
suplementacdo de creatina foi capaz de reduzir a expressdo de mRNA para atrogin-1 no
musculo séleo, diminuir os niveis de Murf-1 (p<0,05) e a atrogin-1 (p=0,06) no musculo
EDL. Esses dados sé&o novos e pioneiros e provavelmente estejam relacionados com a acdo da
suplementacdo de creatina na inflamacdao sistémica.

Apesar dos trabalhos de Deminice et al. (2016) e de Campos-Ferraz et al. (2016)
analisarem o efeito da suplementacdo de creatina em diferentes perturbacdes causadas pelo
cancer, nenhum destes trabalhos investigou o microambiente tumoral. Devido as acGes
protetoras da suplementacdo de creatina a nivel sistémico, muscular e tambem a reducdo da
massa tumoral encontradas nesse trabalho, nds decidimos verificar se os seus efeitos
benéficos estender-se-iam também ao microambiente tumoral. Surpreendentemente a

suplementacdo de creatina ndo alterou nenhum dos pardmetros relacionados com
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agressividade tumoral investigados, como tamanho da cépsula, apoptose, proliferacdo celular
e deposicdo de colageno tumoral.

A participacdo da creatina, da PCr e da creatina quinase (CK) no desenvolvimento
tumoral foi estudada em 2008, por Patra et al., que observaram reducdo dos niveis de creatina
em miosarcoma de ratos a medida que o tumor se desenvolvia. Embora estes mecanismos ndo
tenham sido investigados, 0s autores ndo descartaram a participacdo da creatina como fonte
de energia para a proliferacdo tumoral. O mesmo grupo, em 2012, buscou entender os efeitos
da suplementacdo com creatina associada ao acido ascorbico e ao metilglioxal na progressao
tumoral (PATRA et al. 2012). Os autores observaram que a associagdo estudada restaurou os
niveis de CK e de sMitCK (sarcomeric mitochondrial CK) tumoral e isso foi acompanhado da
auséncia de sinais de desenvolvimento tumoral. Neste trabalho, n6s ndo acreditamos que a
suplementacdo de creatina realizada possa ter sido utilizada para a proliferacédo tumoral, uma
vez que esta foi a mesma nos dois grupos, apesar do aumento da disponibilidade de creatina
no tecido tumoral dos animais suplementados (dados ndo mostrados).

Apesar dos efeitos benéficos da suplementacdo de creatina descritos nesse trabalho, ja
foi demonstrado que a suplementacdo ndo é capaz de alterar a sobrevida dos animais com
cancer (DEMINICE et al., 2016). Entretanto, quando associada a outras substancias, como
metilglioxal e &cido ascorbico, a suplementacdo de creatina foi capaz de prolongar a
sobrevida dos animais com sarcoma quando comparado aos animais nao suplementados
(PAL; ROY; RAY, 2016). Estudos futuros podem investigar a associagéo da creatina com
medicamentos quimioterapicos em doses reduzidas na protecdo da caquexia do cancer.

Nossos resultados fornecem evidéncias iniciais de que a suplementacdo de creatina
pode mitigar a caquexia do cancer, a perda de massa muscular e o crescimento do tumor de
Walker-256. Estudos futuros devem investigar, em niveis mecanicistas, se a suplementagéo de
creatina atenua a perda de massa 0ssea, 0 crescimento do tumor em diferentes modelos e
diferentes periodos de suplementacéo. Acreditamos que a analise de E3 ligases especificas do
musculo esquelético, envolvidas na caquexia do cancer, pode embasar a descoberta de novas

drogas e diferentes tratamentos para a caquexia do cancer.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, a suplementacdo de creatina previne o desenvolvimento da caquexia do
cancer, reduzindo a atrofia muscular e atenuando o ambiente pré-inflamatério induzido pelo
tumor, condicdo essa responsavel por diminuir a expressdo de importantes reguladores da
degradacdo de proteinas mediada pelo sistema UP, como a atrogin-1 e a Murf-1. Apesar da
significativa reducdo no tamanho do tumor, a suplementacdo de creatina ndo mitigou a
agressividade tumoral sendo necessarias analises mais especificas no tecido tumoral para

compreender a acdo da suplementacéo de creatina nesse tecido.
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ANEXO A - Comissao de ética no uso de animais

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 222/12 Londrina, 01 de outubro de 2012.
Prezado Pesquisador,

A CEUAJUEL reunida em 11 de Setembro de 2012 avaliou ¢ projeto de pesquisa inttulado
“Suplementagdo de creating, homocisteina e estresse oxdativo em ratos inoculados com tumor de
Waker-258" processo CEUA/UEL n® 17628201206, pesquisa do Centro de Educagdo Fisica e
Esportes desenvolvide sob sua responsabilidade. O projeto estd aprovado para execugdo
entendendo-se que ©$ principios éticos postulados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimenta¢do Animal estao respeitados.

Serdo utilizados 56 ratos Wistar, machos, com peso 200-250, dade de 2 meses e
procedéncia ¢o Biotério Central da UEL O projeto terd o objetivo de investigar os efeitos da
impiantacdo de tumor de Waiker-256 sobre 0 metabolismo da Hey ¢ estresse oxidativo, e avaliar os
efeitos da suplementacdo de creatina sobre os distirbios causados pelo tumor nesse metabolismo e
estresse oxidativo em ratos Para isto serd os animais serdo divididos em grupos. 0 G1 serd
composto pelo grupo controle sem tumor, G2 com tumor na musculo gastrocnémio sacrficado no
quinto ¢k, G3 grupo com tumar sacrficado no décimo dia, G4 grupo com tumer sacrificado ne décimo
quarto dia. Ao final do experimento os animais serdio decapitados por guilhotings e © sangue serd
coletade para centrifugacio, o plasma serd separado e armazenado para posteriores analises, o
figado sera retirado, pesado e posteriormente aliquotado. Em um segundo experimento os animais
$erdo C.nicidos em trés grupos. Grupo controle sem tumor, grupo com tumeor, grupd com tumor
tratado com suplementagao de creatina. A suplementacdo serd realizada alravés da adigio de 1% de
creatina monchidratada na agua de beber dos animals do grupo TCR durante 3 semanas. Ao final do
periodo previsto os animails serdo decapitados por guilhotina ¢ o sangue coletado e centrifugado, o
plasma separado e armazenado para posteriores analises. O figado serd retirado e arqmazenados par
posteriores analises. O masculo gastrocnémio esquerdo também serd relirado € pesaco para a
realizagdo do calculo da perda de massa magra. O tumor serd dissecado cuidadosamente para
pesagem. O projeto esta previsto para ser d lviso em 24

Cumpre onentar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo expernmental
aprovado, deve-se submeter 0 novo protocolo A apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente & execugdo
das modificacdes Sem mais para 0 momento, subscrevo-me. Cordiaimente,

weldit, by Tow
Prof. Dr. Walaxceu Aparecido Verri Junior
Coordenador CEUA/UEL

limo. Sr.

Prof. Dr. Rafael Deminice

Coordenacor do Projeto

Departamento de Educagdo Fisica

Centro oe Educagao Fisica e Esportiva

Com cépla para Sra Egie Maria de Sousa (Chefe da DCA/PROPPG), Prof Luiz Carios Jukani (Diretor
do Biotério Central da UEL). e Dwetor do Centro de Educagio Fisica e Esporte.
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