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RESUMO

Lima, EAJ. Doxorrubicina causa intolerancia a glicose mediada pela inibicdo da
sinalizacdo da AMPk no musculo esquelético. [Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Celular e Tecidual)]. S&do Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2015.
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Atualmente o cancer € considerado a segunda causa de mortes por
doencas no mundo. Para o tratamento dessa morbidade, frequentemente séo
utilizadas estratégias farmacoldgicas baseadas na intervengdo quimioterapica,
no qual a doxorubicina é um dos agentes quimioterapicos mais utilizados.
Entretanto, sua utilizacdo é limitada pelo desencadeamento de uma série de
efeitos colaterais como cardiotoxicidade e sarcopenia. Visto que, o muasculo
esquelético possui um relevante papel na captacdo de glicose, o objetivo do
presente trabalho foi investigar o efeito da administracdo da doxorubicina na
intoleréncia a glicose e avaliar o envolvimento desse tecido nesse processo.
Para isso foram utilizados ratos Wistar, os quais receberam uma dose Unica de
doxorrubicina (grupo DOX) ou salina (grupo CT) intraperitonealmente na dose
de 15mg/kg de peso corporal. Apos 48 horas, parte desses animais foram
submetidos ao teste de tolerancia a insulina (iTT). Apés 72 horas, o restante
dos animais foram eutanasiados e para avaliamos a expressdo de proteinas
envolvidas na sensibilidade a insulina e captacdo de glicose. Os ensaios
captacdo de 2-deoxi-[14C]-D-glicose foram realizados em cultura de miocitos
L6, no qual foi utilizado o agonista de AMPK (AICAR).O tratamento com
doxorubicina causou resisténcia a insulina, hiperglicemia e hiperinsulinemia. No
musculo EDL e em midcitos L6 observamos menor expressao de GLUT-4 e da
atividade da AMPK. Em cultura celular a doxorubicina causou diminuicdo da
captacao de glicose, a qual foi recuperado com a utilizagdo do AICAR. Sendo
assim, concluimos que o tratamento com doxorubicina causou intolerancia a
glicose in vivo e in vitro. A reducdo da atividade da proteina AMPK é
negativamente modulada com o tratamento quimioterapico, sendo assim, a
utilizacdo do agonista dessa proteina demonstrou ser um possivel alvo
terapéutico capaz de recuperar a intolerancia a glicose.

Paravras-chave: Doxorubicina. Musculo esquelético. Resisténcia a insulina.
Intolerancia a glicose. AMPK. Quimioterapia.



ABSTRACT

Lima, EAJ. Doxorubicin cause glucose intolerance mediated by inhibition of
AMPK signaling in skeletal muscle. [Masters thesis (Celular and Tissue
Biology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2015.

Currently cancer is considered the second cause of death by disease in
the world. For the treatment of this disease are frequently used
chemotherapeutic strategies based on pharmacological intervention, in which
doxorubicin is among the most used chemotherapeutic agents. However, the
use of doxorubicin is limited due to a number of side effects, such as
cardiotoxicity and sarcopenia. Since, the skeletal muscle has an important role
in glucose uptake; the aim of this study was to investigate the effect of
doxorubicin administration on intolerance glucose and evaluated the
involvement of this tissue in this process. Thereat, Wistar rats received a single
dose of doxorubicin (DOX group) or saline (group CT) intraperitoneally in the
dose of 15 mg / kg body weight. After 48 hours, these animals were submitted
to the insulin tolerance test (ITT). After 72 hours, the remaining animals were
sacrificed and evaluated the expression of proteins involved in insulin sensitivity
and glucose uptake. Assays uptake of 2-deoxy [14C] -D-glucose were
performed in L6 myocytes culture, which was used the agonist of AMPK
(AICAR). Treatment with doxorubicin caused insulin resistance, hyperglycemia,
and hyperinsulinemia. In the EDL muscle and L6 myocyte was observed lower
expression of GLUT4 and AMPK activity. In cell culture, doxorubicin caused a
decrease in glucose uptake, which was recovered with the use of AICAR. In cell
culture doxorubicin caused a decrease in glucose uptake, which was recovered
using AICAR. Conclusions - Treatment with doxorubicin caused impaired
glucose tolerance in vivo and in vitro. The reduction of AMPK protein activity is
negatively modulated with treatment, in which the use of the agonist of this
protein was shown to be a possible therapeutic target able of recovered glucose
intolerance.

Keywords: Doxorubicin. Skeletal muscle. Insulin resistance. Glucose
intolerance. AMPK. Chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doxorrubicina

O céncer é atualmente considerado uma das principais causas de mortalidade e
morbidade por doengas no mundo (1-2). Somente no Brasil, entre o periodo de 2014
e 2015, foram estimados cerca de 580 mil novos casos (3). Para o tratamento dessa
enfermidade frequentemente sdo utilizadas estratégias farmacologicas baseadas na
intervencdo quimioterapica, no qual a doxorubicina é um dos agentes
quimioterapicos mais utilizados.

A doxorrubicina é um quimioterapico da familia das antraciclinas desenvolvido
na década de 70 a partir do metabdlito da bactéria Streptomyces peucetius var
caesius (4). Atualmente, € um medicamento amplamente utilizado para o tratamento
de leucemia, linfomas Hodgkin e non-Hodgkin e cancer de mama (5).

ApoOs administracdo intravenosa, de 80 a 85% da droga se encontra
associada a proteinas plasmaticas (6). Sua concentracdo plasmatica diminui
rapidamente gracas a larga distribuicdo para os tecidos, no qual o efeito de doses
repetidas leva ao acumulo do quimioterapico a nivel celular. Sua meia-vida terminal
€ de aproximadamente 30 horas e reflete a eliminagéo celular (6).

Seu influxo para dentro da célula ocorre principalmente de maneira passiva,
mas ha também participacdo da proteina SLC22A16 (7). J& a exportacao celular é
dependente de proteinas transportadoras como ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2,
RALBP1, muitas dos quais estdo envolvidas no mecanismo de resisténcia a esse
quimioterapico (8-15).

Esta droga apresenta caracteristicas lipofilicas e alta capacidade de se
intercalar com o DNA. Em geral, a concentragdo encontrada no nucleo é cerca de
cinquenta vezes mais elevada que no citosol. Sofre intensa metaboliza¢do no figado
e possui como principal via de excrecao o sistema hepatobiliar, mas ha participacéo
dos rins no processo de excregdo da doxorubicina (16).

Sua atividade tumoricida ocorre por varios mecanismos, acredita-se que a
principal é via inibicdo da enzima topoisomerase Il, a qual impede a replicacdo do

DNA e deflagra alguns mecanismos de morte celular (17-18). Ao atingir saturagéo no
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ndcleo, uma molécula de doxorubicina é capaz de se intercalar a cada 5 pares de
bases do DNA (19-20).

Além disso, a doxorubicina leva ao aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) por interagcdo com Fe lll, perturbacdo da regulacdo do
oxido nitrico (NO) e via ciclo redox da droga (21-23). O estresse oxidativo gerado
leva a danos no DNA e ativacdo de mecanismos apoptéticos, como a via de
interacdo da proteina p53 e DNA, e a ativacdo da sinalizacdo intrinseca das
caspases (24-25). A figura 1 esquematiza a farmacodinamica da doxorubicina em

células tumorais.

PK pathway

I
Proteasome |

DNA damage

Cancer cell
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Figura 1 - Farmacodinamica da doxorubicina em células tumorais.

Doxorubicina (DOX); topoisomerase Il (TOP2A); NAD(P)H desidrogenase (NQO1) xantina oxidase
(XDH EC) oxido nitrico sintase endotelial (NOS3) espécies reativas de oxigénio (ROS); catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD1) glutationa peroxidase (GPX1). Proteinas exportadoras de
doxorubicina na célula (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2, RALBP1). Proteina envolvida na
importacdo da droga (SLC22A16) (26).

Apesar de ser um dos principais quimioterapicos utilizados na pratica clinica,
sua utilizacdo é limitada devido a uma série de efeitos colaterais indesejados. Nesse
contexto o principal alvo de investigacdo na literatura € a cardiotoxicidade, apesar de
também poder causar mielossupressao, nefrotoxicidade, alteracOes

gastrointestinais, miotoxicidade, dentre outras (27-30).

1.2 Doxorrubicina e musculo esquelético

A importancia do estudo dos efeitos colaterais de quimioterapicos é de grande
relevancia, ja que o cancer atualmente é considerado uma das principais causas de
mortes por doencas no mundo (1-2). Nesse sentido, no tratamento com doxorubicina
,assim como se observa no musculo cardiaco, encontra-se uma grande toxicidade
no tecido muscular estriado esquelético (30). Nesse ultimo, os principais alvos de
investigagdo referem-se ao estudo dos mecanismos que envolvem fadiga, astenia,
protedlise e o estresse oxidativo.

Na pratica clinica, com frequéncia o tratamento leva a fadiga debilitante e queda
do desempenho fisico (31-34), fato esse que tem sido associado a piora da
qualidade de vida dos pacientes (35). Alteracbes no metabolismo de calcio
sarcoplasmatico causadas pela doxorubicina estdo associadas a piora nos
parametros de forca maxima, relaxamento maximo e fadiga (36-37). Esses prejuizos
contrateis sdo observados tanto no fenétipo de fibras musculares lentas quanto de
fibras rapidas (38-39).

A sarcopenia faz parte do processo fisiolégico de senescéncia, mas também é
presente em diversas morbidades, inclusive no proprio tratamento com
quimioterapicos, afetando negativamente a qualidade e expectativa de vida dos
individuos (40-41).

Alguns dos mecanismos pelo qual a doxorubicina contribui para a atrofia ja foram
identificados, entre os quais, o papel das proteases intracelulares, mediadas

principalmente por calpainas e caspases, associado a elevada expressédo de
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proteinas autofagicas (42). Em 2012, Gilliam e colaboradores (43) observaram
aumento da atividade da E3 ubiquitina ligase atrogin-1/muscle atrophy F-box
(MAFbx) e da caspase-3, via estresse oxidativo, como um importante fator envolvido
na diminuicdo da massa magra por esse quimioterapico.

Por sua vez, o exercicio fisico contribui para a atenuacao dos efeitos adversos da
doxorubicina sobre esse tecido. No musculo esquelético atenua a expressédo de
proteinas envolvidas na proteolise como FoxO1, MuRF-1, BNIP3 e miostatina (44),
aumenta a concentracdo de enzimas antioxidantes e diminui a ativacdo das

calpainas e da caspase-3 (42).

1.3 Musculo esquelético e captacdo de glicose

Em humanos, o musculo esquelético representa aproximadamente 50-60% do
peso corporal e possui importante papel na regulacdo do metabolismo da glicose. A
captacdo de glicose por esse tecido ocorre por difusdo facilitada no qual ha
participacdo de proteinas de membrana denominadas transportadoras de glicose
(GLUT). Catorze isoformas dessa proteina ja foram identificadas no tecido de
mamiferos (45-46), das quais as mais investigadas no musculo esquelético sdo o
GLUT-1 e GLUT-4.

Nesse tecido, na condicdo basal, a captacédo de glicose ocorre por meio da
atividade do GLUT-1, em um processo que é independente da sinalizacdo da
insulina (47). Essa isoforma de proteina é encontrada constitutivamente no
sarcolema, diferente do que ocorre com o0 GLUT-4, o qual necessita de mecanismos
que ativem sua translocacédo, por meio de vesiculas intracelulares, sua ancoragem e
fusdo no sarcolema (48).

O musculo esquelético é responsavel pela captacdo de aproximadamente
75% glicose circulante em condi¢fes insulino-dependentes (49-50). Esse horménio é
um dos reguladores chave no processo de captacdo de glicose nesse tecido, no qual
alteracbes em sua cascata de sinalizagdo levam a prejuizos de seus efeitos
metabdlicos.

A insulina € um hormdnio peptidico produzido pelas células [ pancreaticas
responsaveis pela secrecdo dessa proteina em resposta a fatores hormonais,

neurais e nutricionais, em especial, pelo aumento da glicemia (51). Esse horménio
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age aumentando a captacdo de glicose no musculo esquelético e tecido adiposo,
inibindo a gliconeogénese hepatica, estimulando a sintese de glicogénio, de
proteinas e lipidios. Possui também importante funcdo sobre o crescimento e
diferenciacéo celular (52).

A sinalizagdo celular desse horménio se da através de mecanismos que
envolvem fosforilagdo e interacdo proteina-proteina. O receptor de insulina € uma
proteina transmembranica, heterotetramérica, constituida por duas subunidades a e
duas subunidades B, que faz parte da familia de receptores com atividade tirosina
quinase (53). As subunidades a tém por fungao inibir alostericamente a atividade de
tirosina quinase das subunidades B. Porém quando ha ligacdo da insulina junto a
subunidade a, ocorre alteracdo conformacional e transfosforilacdo da subunidade
gue leva ao aumento da atividade tirosina quinase por essa Ultima (53). Essa
ativacdo permite a fosforilacdo de diversas proteinas em tirosina, dentre as quais a
familia dos substratos do receptor de insulina (IRS). Em particular a fosforilagdo de
IRS-1 e IRS-2 estdo envolvidas no mecanismo de captacao de glicose (54-56).

A Fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) é um dimero composto pela subunidade
catalitica (p110) e pela subunidade regulatéria (p85) que interage com o IRS (57).
Essa interacdo ativa o dominio catalitico responsavel pela fosforilagdo dos
fosfoinositideos na posicdo 3 do anel de inositol, resultando em producdo de
fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidilinositol-3, 4,5-
trifosfato (58). A estimulacdo dessa via resulta em ativacdo da proteina quinase B
(Akt) e da proteina quinase C atipica levando a translocacdo do GLUT-4 (59-60). A
AS160 é uma enzima downstream da Akt, que age através de seu dominio Rab GAP
(proteina de ativacdo da GTPase) na translocacédo do GLUT-4 do sarcoplasma para
o sarcolema (61).

Adicionalmente a captacéo de glicose mediada por insulina pode ocorrer pela
ativacdo do complexo CAP/Cbl (62-63). Essa via ocorre independente da ativacéo
de PI3K. Esse complexo estimula a translocacao de GLUT-4 por um processo que
envolve a ativacdo de C3G e troca de GDP por GTP no lipid-raft associado a
proteina TC10 (64). Essa ultima interage com moléculas efetoras (como CIP4,
Exo70, e Par6/Par3/PKCA) que estao relacionadas ao translocamento de GLUT-4

(65). Na figura 2 se encontra a representacéo das vias de sinalizagéo da insulina.
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Figura 2 - As vias de sinalizacdo da insulina naregulacéo do transporte de glicose, na sintese
de glicogénio, lipidios e proteinas e no crescimento e diferenciagao celular (52).

Disturbios nessas sinaliza¢cdes geram um quadro acentuado de resisténcia a
insulina (66). Sedentarismo, habitos alimentares inadequados, obesidade,
inflamacéo, terapias farmacologicas entre outras condigbes estdo envolvidas na
alteracao da sinalizacao de insulina contribuindo para a resisténcia a esse hormonio.

Como ja discutido anteriormente, a proteina transportadora de glicose 4
(GLUT-4) é expressa e sequestrada em vesiculas intracelulares que somente apos
estimulos migra para a membrana plasmatica. Esse efeito € obtido mediante a
estimulacdo da exocitose de vesiculas contendo GLUT-4 e diminuicdo de sua taxa
endocitica. Além do estimulo da insulina, a translocacdo de GLUT-4 pode ocorrer
em conseqiiéncia da contracdo muscular. Sinais intracelulares como a AMPK, Ca?*
ativacdo das proteinas quinases dependentes de célcio-Calmodulina (CaMKs) e de
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oxido nitrico sintase (NOS) sao alterados na contragdo muscular e levam ao
aumento da captacao de glicose (67).

O ancoramento e fusdo do GLUT-4 séo controlados pelas proteinas SNAREs
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptors) e proteinas
regulatorias de SNARE. As Vv-SNARES interagem com as t-SNARES
complementares sobre a membrana alvo, ancorando a vesicula contendo GLUT-4

em local de destino (68).

1.4 Doxorubicina e AMPk

A AMPKk (proteina quinase ativada por AMP) é uma proteina heterotrimera,
composta por uma subunidade a catalitica e uma subunidade B e y regulatéria (69),
que age como um dos principais sensores do nivel energético celular. E estimulada
principalmente em funcdo de uma alta razdo AMP/ATP e ADP/ATP (70), sendo a
contracdo muscular um importante fator para sua ativagcado (71-72). Além disso, pode
ser ativada pelas proteinas LKB1 (liver kinase B1) e CaMKKB (Ca"*/calmodulin-
dependente protein kinase B), que a ativam via fosforilagcdo no residuo Thr'’? (70).
Hormonios e farmacos envolvidos com a melhora da sensibilidade a insulina como a
metformina, a adiponectina e as tiazolidinedionas possuem parte de seus efeitos em
decorréncia da ativacdo da AMPK.

Em midcitos a estimulacdo da AMPk eleva a captacéo de glicose promovendo
uma melhora da sensibilidade a insulina (69, 73). O aumento da translocacao do
GLUT-4 para o sarcolema mediado por AMPk ocorre através da fosforilagdo e
inibicdo da RAB-GTPase TBC1D1 (TBC1 domain Family member 1) e AS160,
permitindo o aumento da ligacdo de 14-3-3 com essa proteina, levando a um
aumento da atividade da RAB-GTP, os quais se fundem nas vesiculas contendo
GLUT-4 e viabilizam seu trafego para a membrana (74-76), como demonstrado na

figura 3.
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Figura 3 - Translocacdo de GLUT-4 no musculo esquelético estimulada por insulina e pela
contragdo muscular (73).

Além disso, a AMPK regula a expressao génica do transportador de glicose 4
através da ativacdo e translocacdo de fatores de transcricdo para o nucleo que se
ligam a regido promotora do gene do GLUT-4, como o MEF2A (myocytes enhancer
factor) e o GEF (GLUT-4 enhancer factor) (77-78). Ademais, a ativacdo de AMPk
aumenta a capacidade de oxidacdo de acidos graxos, uma vez que fosforila e inibe a
atividade de acetil-CoA carboxilase com concomitante aumento da expressdo de
genes relacionados ao metabolismo e biogénese mitocondrial (79-82).

Até agora nao se sabe qual o papel desse quimioterapico sobre a atividade da
AMPK no musculo esquelético. Nés hipotetizamos que o tratamento com
doxorrubicina leva a uma inibicdo de sua atividade no musculo esquelético, ja que,
ao menos em cardiomidécitos e fibroblastos embrionarios, isso ja foi observado (83-
87), embora em carcinomas a atividade dessa enzima se eleve (88) contribuindo no

processo de apoptose, autofagia e quimiossensibilizacéo.
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1.5 Doxorubicina e metabolismo da glicose

Disturbios na homeostase da glicose sdo comuns em pacientes com cancer,
no qual com frequéncia se observa diminuicdo da sensibilidade a insulina em tecidos
periféricos (89-90). Ndo somente a enfermidade, mas o tratamento em si, com
determinados quimioterapicos pode contribuir para esse efeito, como o 5-fluorouracil
(91-92).

Comparada com células n&o tumorais, células cancerosas apresentam
diversas alteragfes metabdlicas como as envolvidas na regulagdo da glutamina, na
sintese de lipidios e em especial na producdo de energia, que € altamente
dependente da glicélise aerdbia (denominado efeito Warburg) (93). Essa ultima
caracteristica, associada a uma maior resisténcia periférica a insulina possibilitam
maior disponibilidade de substratos energéticos para o tumor. Associado a isso, a
alta disponibilidade de glicose e insulina, condi¢cdes semelhantes a de pacientes com
resisténcia a insulina, apresentam pior eficiéncia ao tratamento com quimioterapicos,
inclusive os individuos tratados com a doxorubicina (94-96).

Animais diabéticos apresentam maior area sobre a curva do quimioterapico
no plasma, levando a maior acimulo no musculo cardiaco e menor clearance renal,
causando um efeito toxico mais acentuado. Apesar desses efeitos sobre a atividade
e toxicidade do quimioterapico, pouco se conhece sobre os efeitos da doxorubicina
como causa do disturbio da homeostase de glicose. No musculo esquelético, por
prejudicar a sinalizacdo da insulina uma série de terapias farmacologicas geram
diminuicdo da sensibilidade a insulina (97-99). Entretanto pouco se conhece sobre
os efeitos da doxorubicina sobre a sensibilidade a insulina e seu efeito sobre o

metabolismo de glicose no musculo esquelético.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse projeto foi investigar se o tratamento com doxorubicina
leva ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e intolerancia a glicose no

musculo esquelético e o possivel mecanismo celular envolvido.

2.1 Objetivos especificos

1- Verificar a resposta sistémica da administracdo de doxorrubicina sobre a

sensibilidade a insulina.

2- Investigar se ocorrem alteracdes moleculares na via de sinalizacdo da insulina e

na captacao de glicose com o tratamento com doxorubicina no musculo esquelético.

3- Avaliar se ocorre a modulacdo da enzima AMPk com o tratamento.

4- Determinar se a ativacdo da AMPk em cultura de miocitos L6 leva a restauracéo

da captacédo de glicose apds o tratamento com a doxorrubicina.
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3 METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar com idade aproximada de 14 semanas. Os
animais foram mantidos em sala com ciclo claro-escuro de 12-12 h e temperatura de
23 + 2 °C, com dieta normal (racdo Nuvital da Nuvilab, Colombo, PR) e agua ad
libitum durante o tratamento. Todos os procedimentos desse estudo seguiram 0S
principios éticos de experimentacdo animal e foram aprovados pelo Comité de Etica

em Experimentacdo Animal da Universidade de Sédo Paulo (n°054, fls.06,1.3).

3.2 Protocolo experimental

3.2.1 Grupo experimental

Os animais foram dividos em dois grupos. O grupo experimental recebeu uma
dose unica (15 mg/kg de peso) de cloridrato de doxorrubicina (Eurofarma, Sao
Paulo, SP, Brasil. Lot 350552 A ) que foi injetada intraperitonealmente (grupo DOX).
O grupo controle (CT) recebeu o mesmo volume na forma de salina (0,09%). Apos

72 horas os animais foram eutanasiados por decapitacao.

3.2.2 Composicao corporal, ingestao alimentar e ganho de peso

O peso e a ingestéo alimentar foram acompanhados ao longo do tratamento.
Ao final, os seguintes parametros foram mensurados: peso seco e Umido do
musculo EDL (extensor digitorum longus), e peso dos coxins adiposos retroperitonial

e epididimal.

3.2.3 AvaliagOes da responsividade a insulina

3.2.3.1 Teste de tolerancia a insulina (iTT)

Apbs 48 horas do inicio do tratamento, em restricdo alimentar de 6 horas,

parte dos animais realizou o teste de tolerancia a insulina, conforme descrito
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previamente por Bonora e colaboradores (100). A glicemia capilar caudal foi entao
mensurada e monitorada a cada 5 min através do glicosimetro (Accu-Chek Active,
Roche) apos injecédo intraperitoneal de insulina (0,5 Ul/kg de peso corporeo), durante
30 min. A taxa de decaimento de glicose apds a administracdo de insulina foi

calculada segundo Bonora e colaboradores (100).

3.2.3.2 Ativacéo de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo a insulina

A ativacdo de proteinas envolvidas na sinalizacdo a insulina foi avaliada por
western blotting. O musculo EDL foi rapidamente isolado e homogeneizado em
tampdo de extracdo com inibidores de protease e fosfatase. As amostras foram
entdo centrifugadas a 14.000 g, a 4 °C, por 30 min e os sobrenadantes submetidos a
quantificacdo protéica pelo método de Bradford (101), usando curva de albumina
como padréao.

A analise por western blotting foi realizada segundo Towbin e colaboradores
(102). Aliguotas de cada amostra, com a mesma concentracao de proteinas totais
(75 pg) foram tratadas de acordo com o método descrito por Laemmli (103) e
submetidasa eletroforese em SDS-gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (104). Em
seguida, as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, por 80 min, a 120 V. Estas foram incubadas, ap6s o bloqueio com
anticorpos para IR; Akt total e Akt***™"3; AMPka e AMPkaP™"2 (Cell Signaling
Technology® Danvers, MA, USA) ou GLUT-4 ,GAPDH e b-Tubulina (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) em solucdo basal acrescida de 1% BSA
overnight a 4 °C. As membranas foram lavadas novamente e submetidas a
incubacdo com o segundo anticorpo anti-IgG conjugado com peroxidase, por 1 hora,
em solucdo basal contendo leite a 3%, a temperatura ambiente. ApGs nova sessao
de lavagens (3 x 10 min), as membranas foram incubadas com o substrato para
peroxidase (kit ECL) por 1 min e imediatamente expostas a filmes de raio-X por
periodos variaveis de tempo, de 1 a 30 min. Os filmes foram revelados de forma
convencional. As intensidades das bandas das autorradiografias foram quantificadas
por densitometria Optica, pelo programa Scion Image (Frederick, Maryland, EUA).

Midcitos L6, apds tratamento cronico com doxorubicina (100 nMol — 48 h) e

AICAR (2 mMol agudo - 1 h; crbnico - 48 h), foram lisados em tampao contendo
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inibidores de protease e fosfatase, centrifugados a 14 000 x g por 10 min a 4 °C. Os
sobrenadantes foram avaliados utilizando o kit BCA protein assay (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA, Ref. 23225 ) para mensurar a concentracdo de proteina. O
sobrenadante foi submetido ao mesmo protocolo acima para determinacdo da
expressao proteica de GLUT-4, AMPka e AMPk a PT""72,

3.2.4 Determinacao da expressao génica

Os tecidos foram homogeneizados em reagente TRIZOL para extracdo do
RNA total (105). O RNA foi quantificado por leitura em espectrofotbmetro a 260 nm
(A260 nm = 1 corresponde a 44 ug/mL) e o grau de pureza determinado pelo razéo
260/280 nm (razao igual a dois indica alto grau de pureza). O cDNA foi sintetizado a
partir de 2 ug do RNA total extraido utilizando a transcriptase reversa. A expressao
génica foi quantificada por PCR em tempo real (106), utilizando o aparelho ROTOR
GENE 3000 da Corbett Research (Mortlake, NSW, Australia) e SYBER Green como
marcador fluorescente. A quantificacdo da expresséo dos genes foi realizada usando
o método da Ct comparativa (Ct = threshold cycle; namero de ciclo no qual o produto
do PCR atinge um limiar dedeteccao), tendo a expressdo da RPL-19 como padréo
interno (107). Foram avaliados seguintes genes:substrato do receptor de insulina-1
(IRS-1), proteina quinase B (AKT), glicogénio sintase quinase 3 B (GSK3-3), GLUT-4
(Slc2a4), proteina quinase ativada por AMP (AMPK), coativador 1 alfa do receptor
ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1-a), receptor de adiponectina 1
(ADIPOR1), receptor de adiponectina 2 (ADIPOR2), Atrogin 1, Interleucina 1 B (IL1-
B), Caspase 1, NLRP-1, NLRP-3, NOD-1, NOD-2 e TLR-4 no musculo EDL dos

animais. As sequéncias de primer’s utilizados estdo demonstradas na tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncias dos primer’s do RT-PCR

Gene Primer Left Primer Right GenBank
Irs1 5 GCG TTG GGT GGA GAG AGT 3’ 5" CTC AGT TCCACATTC CAAGAG A 3° NM_012969.1
Aktl 5" ATC ATT GCA AAG GAT GAAGTC G 3 5 CAT GGG TCT GGA AGG CAT ACT 3’ NM_033230.2

Gsk3b 5" CCACCATCCTTATCCCTCCT 3 5 TTAGTATCT GAG GCTGCTGTG G 3 NM_032080.1

Slc2a4 5" TCA GGC ATC AATGCTGTTTTC 3 5" CGA GAC CAACGTGAAGACG % NM_012751.1

AMPka2 5 TTG AAT GGA AGG TAG TGAATG C 3° 5 GAT AGC TCC GAT TGT CAACCA 3 NM_023991.1
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Fbxo32 5" GATGTTGCAGCCAAGAAGAG 3’ 5"TCCATGGCGCTCCTTAGT 3’ NM_133521.1
Cptla 5"GAGCAATAGGTCCCCACTCA 3 5" ATCTGTTTGAGGGCTTCGTG 3’ NM_031559.2
Acaca 5" GTAGTTGGCAGAGCCAGGTT 3’ 5"ATCCAGGTTTGCAGGATCAG 3’ NM_022193.1
Ppargcla 5"GAGTCACCAAATGACCCCAAG 5" GGCTTTATGAGGAGGAGTCGT 3 NM_031347.1
Adiporl 5"CCAGATGGGCTGGTTCTT 5 TGAGACTGGAACCATATGTCAA 3’ NM_207587.1
Adipor2 5"GGCCTCCTATGCCTTCTTTC 5"CACAACCTAGGAGATGTGTCCA NM_001037979.1
I11b 5" GCA GCT TTC GAC AGT GAG G 3 5" TCA AGG GCT TGG AAG CAA 3’ NM_031512.2
Caspl 5" AGC TTC AGT CAG GTC CAT CA 3 5 CGCCACCTTCTTTGTTCAG 3 NM_012762.2
Nirpla 5" GCT TCA GCC CCC AAA GAT 3’ 5" TTG TCC AAG AGA GGG TCCAC 3 NM_001145755.2
Nirp3 5" GCT GAA CTT GAG CAACAACG ¥ 5" CAC CCAACT GTAGGC TCTGC & NM_001191642.1
Nod1 5" TGC ATT CAATGG CATCTCC 3 5 TGG TCAGCCAGATTATTGTCA3  NM_001109236.1
Nod2 5" CAT CCC AGA GGG CAAGAAGA 3 5" GCC TCG TAA GGC AGA GAC AGT 3° NM_001106172.1
Tir4 5 TCT AAATGC CAACTG GAACAGA 3 5" ATG GGA TGG ATC CAG AAACA 3’ NM_019178.1
Rpl19 5°'GAG GGACGC TTCATTTCT TG 3 5" CAT GGA GCA CAT CCACAAAC J NM_031103.1

3.2.5 Avaliacdo dos parametros plasmaticos

A glicemia, o acido urico e a aspartato transaminase (AST) foram avaliadas
no soro através do kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil, Ref. 133-2/500, 140-1/250,
109-2/100, respectivamente). Ja a insulina, adiponectina, testosterona e
corticosterona foram quantificadas pela técnica de imunoensaio (enzyme-linked
immunosorbent assay). O kit de insulina foi obtido da Millipore Corp. (Bedford, MA,
(EZRMI-13K) EUA) e o kit de adiponectina foi obtido da R & D Systems
(Minneapolis, MN, EUA (RRP300)). Os kits de corticosterona e testosterona foram
obtidos da Assay Designs, Inc.( Ann Arbor, MI, EUA. Ref. ADI-900-097 e ADI-900-
065, respectivamente). O acido graxo livre no soro foi analisado utilizando o NEFA-
kit-U (Wako Chemical GmbH, Neuss, Alemanha, Ref. 999-34691, 995-34791, 991-
34891, 993-35191 e 276-76491). Todos esses ensaios colorimétricos foram lidos em
espectofotdbmetro EON (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) respeitando a
densidade otica ideal estabelecida no manual de fabricacdo de cada um dos kits.

HOMA-IR (modelo de avaliacdo homeostatico de resisténcia a insulina) foi
utilizado para avaliar a resisténcia a insulina. O indice foi determinado por meio do

célculo: insulina (mU / ml) x glicose no plasma (mmol L) /22.5.

3.2.6 Histologia do musculo esquelético
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O corte histolégico do musculo EDL foi realizado em criostato (10 um de
espessura) a -25 °C de temperatura. As laminas foram incubadas com hematoxilina
e eosina (HE) para a andlise da area da seccéo transversal da fibra (AST). A andlise
morfométrica foi realizada através de um microscopio (Nikon Eclipse E600, Fukuoka,
Japéo) equipado com uma camera de video digital acoplado a um software para
analisar as imagens (Metamorph, Universal Corporation, Downingtown, EUA). As
imagens digitalizadas foram analisadas utilizando Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) software. Para a andalise de area de seccao
transversal da fibra, cerca de 1.000 fibras musculares foram analisadas em cada
grupo. Foram analisados 4-5 campos por animal do musculo EDL nos grupos

estudados.

3.2.7 Ensaios enzimaéticos

O musculo EDL foi homogeneizado em SETH buffer, pH 7.4 (250 mM
sacarose, 2 mM EDTA, 10- mM Trizma base, 50 IU/ml heparina). A atividade
enzimatica da citrato sintase, malato desidrogenase e do complexo mitocondrial 1 e
3 foram realizado conforme descrito por Souza e colaboradores (108).

3.2.8 Determinacéo da concentracéo de TNF-a, IL-10, IL-6 e adiponectina

Os tecidos congelados (0,1 - 0,3 g) foram homogeneizados em tampé&o RIPA
(0,625% de Nonidet P-40, 0,625% de desoxicolato de sodio, fosfato de sddio
6,25mM, e 1 mM de acido tetra-acético de etilenodiamina a pH 7,4) contendo 10
pug/ml do coquetel com inibidor de protease (Roche, Mannheim, Alemanha, Ref.
04693116001). Os homogenatos foram centrifugados a 14000 g durante 30 mina 4 °
C, o sobrenadante retirado, e a avaliacdo da concentragcdo de proteina total
determinada utilizando o ensaio de Bradford (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, USA,
Ref. 500-0006). A avaliacado quantitativa de TNF-a, IL-6, IL-10 e de adiponectina foi
realizada por ELISA (DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN, Ref. DY510,
DY506, DY522, RRP300, respectivamente).
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3.2.9 Extracéo de lipidios do musculo

Os lipidios foram extraidos do musculo gastrocnémio pela homogeneizacao
em cloroférmio-metanol (2:1 v/v), seguido da adi¢cdo de 0,2 de seu volume em agua
segundo o método de Folch (109). A concentracdo de triacilglicerol do extrato
lipidico foi determinada enzimaticamente (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil, Ref. 87-
2/100).

3.2.10 Cultura de células L6

As células foram mantidas em meio Dulbecco's modificado de Eagle' s
(DMEM, Cell Signaling Technology® Danvers, MA, USA, Ref. D6429) a 37 °C em
atmosfera Gmida contendo 5% de CO? Foram suplementadas com 10% de soro
fetal bovino e 2% de solucdo contendo os antibidticos streptomicina e penicilina.
Para diferenciacdo, as placas com aproximadamente 80% de confluéncia de células
tiveram a concentragdo de soro fetal bovino reduzida para 2% durante sete dias.
Durante todo tratamento o meio DMEM foi trocado a cada dois dias. Para o ensaio
de captacédo de glicose, o soro fetal bovino foi removido 6 horas antes do inicio do

mesmo.

3.2.10.1 Ensaio de viabilidade Celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Foram plaquadas 2 x 10°
células por poco em placas de 96 pocos, as quais foram diferenciadas apés 24
horas. As células foram tratadas com diferentes concentracbes de doxorubicina (0 a
1 mMol) durante 48 horas, e, ap0s esse periodo, foi realizado o ensaio de viabilidade
celular. O meio de células foi substituido por meio DMEM novo (200 ul/poco,
contendo 0,125 mg/ml de MTT (Cell Signaling Technology®, Saint Louis, Missoure,
USA, Ref. M2003 ) e cultivadas durante 3 h na incubadora de células. O
sobrenadante foi removido (até atingir um volume final de 25 pl) e 100 pl de
isopropanol/HCI (11 M) foi adicionado por poco. A absorbancia de 595 nm foi

utilizada para leitura das placas. Trés pocos por placas foram utilizadas como
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branco. Todos os ensaios foram repetidos duas vezes em triplicata. O efeito da
doxorrubicina sobre a viabilidade celular foi relativizado pelo grupo DMSO (Cell
Signaling Technology®, Saint Louis, Missoure, USA, Ref. D2650).

3.2.10.2 Ensaio de captacao de glicose

A captacado da glicose nas células L6 foi avaliada utilizando o 2-desoxi- [C14] -
D-glucose. Foram plaqueadas 5,9 x 10* células por poco em placas com 24 pocos,
as quais foram diferenciadas apo6s 24 horas, com uma confluéncia aproximada de
aproximadamente 80%. Essas células foram tratadas com 100 nMol de
doxorrubicina ou DMSO durante 48 horas.Para avaliar o efeito cronico do AICAR
(agonista de AMPK), esta droga foi adicionada em conjunto ao inicio do tratamento
com doxorubicina (2 mMol/ 48 h).

Para o ensaio de captacdo de glicose, as células permaneceram em jejum
(meio isento de soro) durante 6 horas. Apds, as células serem lavadas em PBS
(tampéo salina fosfato), e adicionadas em meio isento de glicose (HEPES, 140 mMol
de NaCl, 20 mMol de Na-Hepes pH 7,4, KClI 5 mMol, 2,5 mMol MgS0O4, CaCl 21
mMol) durante 30 min, com ou sem insulina(100 nMol),com ou sem AICAR (2 mMol /
1 hora para tratamento agudo e 48 horas para o tratamento cronico com o agonista
da AMPK). Apds, solucdo contendo Hepes 2-desoxi- [C14] -D-glicose (ImCiu/ml) foi
adicionado durante 30 min. A reacdo foi parada através da lavagem com NaCL
gelado (0,9%). Posteriormente, as células foram digeridas (50 mMol de NaOH), e
parte da amostra foi utilizada para a quantificacdo de proteina total através do
método de Bradford e parte transferidas para frascos contendo liquido de cintilacao.
A radioatividade foi mensurada por contador beta (Packard Perkin Elmer, Tri Carb
2100TR Liquid Scillination, Waltham , Massachusetts, EUA).

3.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
versao 5.0 para Windows (GraphPad Software, SanDiego, CA, USA). Os dados
foram expressos como meédia e desvio padrdo. Foi utilizado o Teste-t de Student

para comparacdo estatistica entre dois grupos. Para comparacdo dos ensaios
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realizados em cultura foi utilizado o teste ANOVA de uma via ou o teste ANOVA de
duas vias, com o pos-teste de Bonferroni. O nivel de significAncia adotado foi
p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo do modelo experimental

O tratamento com doxorubicina causou importante diminuicdo do peso corporal em
relacdo peso inicial do tratamento (figura 4 - CT 12,78 + 3.79 (g) vs. DOX -30.05 + 4.57 (g); p =
<0,0001) e queda no consumo alimentar (figura 5 - CT 27,10 + 4,60 (g) vs. DOX 4,58 + 1,41
(9); p = <0.0001).
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Figura 4 - Caracterizacdo do modelo experimental. Diferenca do peso corporal inicial e final (g/
animal). CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=9-8. ***p<0,001.
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Figura 5 - Caracterizacdo do modelo experimental. Consumo alimentar (g/dia). CT-grupo controle,

DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=9-8 . ***p<0,001.
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72 horas ap0s a aplicacdo do quimioterapico, observamos uma diminui¢cdo do
peso do coxim adiposo epididimal no grupo DOX (figura 6 - CT 5,92 + 0,62 (g) vs. DOX 4,00
+ 0,65 (g); p = 0,0029) e do musculo EDL (figura 8 - CT 3,91 + 0,42 (g/cm) vs. DOX 3,41 # 0,40
(g/cm);p=0,0177), sem diferenca estatistica para 0 peso do coxim adiposo
retroperitoneal (figura 7 - CT 6,23 + 1,87 (g) vs. DOX 4,17 + 1,19 (g); p = 0,0991), figado (figura
9-CT 12,67 + 0,73 (g) vs. DOX 12,13 £ 0,77 (g); p = 0,3321) e adrenal (figura 10 - CT 28,00 +
4,24 (g) vs. DOX 33,00 12,59 (mg); p = 0,4767).
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Figura 6 - Caracterizacdo do modelo experimental. Peso do tecido adiposo Epididimal (g). CT-grupo

controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5. **p<0,01.
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Figura 7 - Caracterizacdo do modelo experimental. Peso do tecido adiposo retroperitoneal (g). CT-

grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5.
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Figura 8 - Caracterizacdo do modelo experimental. Razdo peso do musculo EDL (g)/ comprimento da
tibia (cm). CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=10-9. *p<0,05.
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Figura 9 - Caracterizacdo do modelo experimental. Peso figado (g). CT-grupo controle, DOX- grupo

tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5.
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Figura 10 - Caracterizacdo do modelo experimental. Peso da adrenal (g). CT-grupo controle, DOX-

grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5.
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Corroborando com a diminuicdo do peso do musculo EDL, o tratamento com
doxorubicina diminuiu a &rea de secc¢do transversa da fibra muscular (figura 11 - CT
2065 + 869,2 vs. DOX 1508 + 669,8; p=< 0, 001) € aumentou a expressao génica de Atrogin-
1 (figura 12 - CT 1,02 +0,27vs. DOX 7,29+3,59; p=<0, 0055).
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Figura 11 - Caracterizacdo do modelo experimental. A. Quantificacdo da area de secc¢édo transversa
da fibra muscular do EDL (umz); B. Cortes histoldgicos do musculo EDL corados com H&E com
aumento 10x. CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5.
***n<0,001.
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Figura 12 - Caracterizacdo do modelo experimental. Expressdo génica de Atrogin-1 no musculo EDL.

n=5. **p< 0,005.

Para confirmar o alto estado catabdlico de nosso modelo experimental

avaliamos a concentracao circulante de testosterona e corticosterona. Essa razao se

mostrou significantemente maior no grupo DOX (figura 13 - CT 0,039 + 0,028 (ng/ml) vs.

DOX 0,93 + 0,25(ng/ml); p=0,0002).
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Figura 13 - Caracterizagdo do modelo experimental. Raz8o da concentracdo de corticosterona/

testosterona. CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg).
***n<0,001.

n=3-5.
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O musculo EDL do grupo DOX também apresentou aumento da atividade do
complexo mitocondrial 1 (Figura 14 - CT. 241,61 + 58,90 vs. DOX 398,23 + 124,74; p<0,03) €

diminuicdo do complexo mitocondrial 3 (Figura 14 - CT. 0,85 + 0,18 vs DOX 0,41 + 0,27 ;

p<0,01).
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Figura 14 - Caracterizagdo do modelo experimental. Atividade dos complexos mitocondriais 1 e 3. CT-

grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=5. *p<0,05.

Ainda como caracterizacdo de nosso modelo, avaliamos a concentragao
circulante de AST (figura 15 - CT 70,47 + 4,16 (U/L) vs. DOX 109,3 + 4,50 (U/L); p=<0,0001),
acido drico (figura 16 - CT 3,43 + 0,12 (U/L) vs. DOX 4,68 + 0,46 (U/L); p= 0,0240) e acidos

graxos livres (figura 17 - CT 0,64 + 0,028 (mMEg/L) vs. DOX 0,72 + 0,030 (mEq/L); p= 0,0408).
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Figura 15 - Caracterizacdo do modelo experimental. Marcador de dano hepatico AST. CT-grupo
controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n= 9-10. ***p<0,001.
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Figura 16 - Caracterizagdo do modelo experimental. Concentragdo de &cido Urico no soro. CT-grupo
controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=9-10. *p<0,05.
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Figura 17 - Caracterizacdo do modelo experimental. Concentracdo de &cidos graxos livres no soro.

CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=6-7. *p<0,05.

4.2 Doxorubicina e resisténcia a insulina sistémica

Inicialmente, para avaliacdo dos parémetros indicativos de resisténcia a
insulina mensuramos a glicemia e a insulinemia basal. Ambos os parametros se

mostraram elevados no grupo DOX (Figura 18 - CT 143,2 + 8,35 (mg/dl) vs. DOX 310,7 +
35,19 (mg/dl)); p=<0,0001) (Figura 19 - CT 1,68 + 0,36 (ng/ml) vs. DOX 2,44 + 0,88 (ng/ml);
p=0,0406).
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Figura 18 - Avaliacdo da glicemia (mg/dl). CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina
(15 mg/kg). n=9-10. ***p<0,001.
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Figura 19 - Avaliacdo da insulinemia basal (ng/ml). CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com
doxorubicina (15 mg/kg). n=8. *p<0,05.

Nesse sentido, a quantificacdo da resisténcia a insulina por HOMA-IR foi
menor no grupo DOX (figura 20 - CT 19,20 + 4,30 vs. DOX 12,92 + 2,19); p= 0,0070).
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Figura 20 - Modelo de avaliacdo da homeostase de resisténcia a insulina (HOMA-IR). CT-grupo
controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=6-8. **p<0,01.

by

O teste de tolerancia a insulina (iTT) confirmou a menor sensibilidade a
insulina no grupo DOX em relacdo ao grupo CT. Animais tratados com doxorubicina
mostraram maior glicemia durante todo o intervalo do experimento (figura 21A), no
qual, a constante de decaimento da glicose (KiTT) apresentou-se profundamente
diminuida no grupo DOX (Figura 21B - CT 1,95 + 0,50 (% glicose/ min) vs. DOX 0,64 + 0,42 (%
glicose/ min)); p=0,0075).
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Figura 21 - Teste de tolerancia a insulina (iTT). A. Curva da glicemia apés injecéo intraperitoneal de
insulina (0,5 Ul); B. Constante de decaimento da glicose (KiTT). CT-grupo controle, DOX- grupo
tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4. *p<0,05,***p<0,001.

4.3 Doxorubicina e cultura de miocitos L6

Para os ensaios in vitro utilizamos o ensaio com MTT para determinar uma
dose nao letal que permitissem o tratamento por 48 horas com o quimioterapico
doxorubicina na cultura de midécitos. Nas concentracdes avaliadas, a dose de 1 uM e

500 nM de doxorubicina foram consideradas letais, enquanto doses menores que
essas nao (figura 22).
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Figura 22 - Viabilidade celular. Células L6 diferenciadas foram tratadas durante 48 horas com
diferentes concentracdes de doxorrubicina. O ensaio de MTT foi realizado posteriormente para avaliar
a viabilidade celular. n=7. *p<0,05,***p<0,001.

Uma vez que observamos uma diminuicdo da sensibilidade a insulina in vivo,
investigamos se o musculo esquelético poderia estar envolvido nesse fenébmeno.
Desse modo, em cultura celular de miécitos L6 realizamos a captagdo de 2-deoxi-
[14C]-D-glicose na presenca ou auséncia de tratamento com doxorubicina (na
concentracdo de 100 nMol doxorubicina por 48 horas) . O grupo DOX apresentou
significante reducdo da captacdo de 2-deoxi-[14C]-D-glicose, com e sem estimulo
de insulina (figura 23 - CT (-) 1,00 +0,32; CT (+) 1,77 = 0,59 vs. DOX (-) 0,48 + 0,12; DOX (+) 0,51

+0,21).
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Figura 23 - Doxorubicina diminui a captagdo de glicose em midcitos L6. As células L6 foram
submetidas ao ensaio de captacao de 2-deoxi-[14C]-D-glicose apés diferenciagdo, com (+) ou sem (-)
estimulo de insulina (100 nM), ap6s 48 horas de tratamento com doxorubicina (100 nM)CT- células L6
controle, DOX- Células tratadas com doxorubicina. n=5 -6. *p<0,05, ** p<0,01,***p<0,001.

4.4 Expressao de proteinas envolvidas na captacdo de glicose no musculo EDL

No musculo EDL, avaliamos a expressao génica e proteica envolvida na
captacao de glicose. Observamos uma diminuicdo da expressao génica de IRS-1 (CT
1,03 + 0,29 (U.A) vs. DOX 0,392 + 0,47 (U.A); p=0,0349), GSK3- (CT 1,00 + 0,09 (U.A) vs. DOX
0,48 + 0,30 (U.A); p=0,0086), GLUT-4 (CT 1,16 + 0,71 (U.A) vs. DOX 0,05 = 0,05 (U.A) ; p=0,0179)
e AMPK (CT 1,08 + 0,39 (U.A) vs. DOX 0,30 + 0,37 (U.A) ; p=0,0203) apOs 0 tratamento com
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doxorubicina (figura 24). Nao houve diferenca estatistica na expressdo génica da
AKT (figura 24). CT 1,05 + 0,40 (U.A) vs. DOX 0,62 + 0,82 (U.A) ; p=0,3353).
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Figura 24 - Expressdo de genes envolvidos no metabolismo de glicose do musculo EDL. CT-grupo
controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5. *p<0,05,**p<0,01.

J& a expressao proteica de GLUT-4 (figura 25 - CT 1,00 + 0,44 (U.A) vs. DOX 0,12 +
0,10 (U.A): p=0,039) e da razdo AMPk a"™172e AMPk a foram diminuidas (figura 25 - CT
1,00 + 0,18 (U.A) vs. DOX 0,55 + 0,26 (U.A); p=0,0338). N&o foi verificado alteracdo na
expressao do IR (figura 25 - CT 1,00 + 0,27 (U.A) vs. DOX 1,38 + 0,54 (U.A); p=0,1226) € da
razdo AKTPS®"3 e AKT total (figura 25 - CT 1,00 + 0,17 (U.A) vs. DOX 1,03 + 0,28 (U.A);

p=0,793).
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Figura 25 - Expressao de proteinas envolvidas no metabolismo de glicose no misculo EDL. CT-grupo
controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5. *p<0,05.

4.5 Concentracdo de adiponectina e de seus receptores no musculo EDL

A concentracdo de adiponectina avaliada no soro (figura 26 - CT 4851 + 1412
(ng/ml) vs. DOX 2670 + 524,3 (ng/ml); p=0,0005) e no tecido adiposo retroperitoneal (figura 27
- CT 463,0 + 172,3 (ng/mg proteina) vs. DOX 235,8 + 132,7 (ng/mg proteina); p=0,0060) do grupo
tratado com doxorubicina foi estatisticamente menor em relacdo ao grupo CT. Nao
houve alteracdo da expressao génica dos receptores de adiponectina 1 (figura 28 - CT
1+0,87 (U.A) vs. DOX 1,50 + 1,25 (U.A); p=0,8965) € 2 (figura 27 - CT 1 + 1,10 (U.A) vs. DOX 1,09
+1,17 (U.A); p=0,8927).
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Figura 26 - Concentragdo de adiponectina no soro. CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com
doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5. ***p<0,001.
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Figura 27 - Concentracdo de adiponectina no tecido adiposo retroperitoneal. CT-grupo controle, DOX-

grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5. ***p<0,01.
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Figura 28 - Expressdo génica dos receptores de adiponectina 1 e 2 no musculo EDL. CT-grupo

controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5.

4.6 Doxorubicina e acumulo de triacilglicerol

Em nosso modelo, ndo houve alteracdo do conteudo total de triacilglicerol no
musculo esquelético (figura 29 - CT 0,84 + 0,13 (mg/mg tecido) vs. DOX 0,99 * 0,25 (mg/mg
tecido); p=0,1194), e sequer alteracdo na expressao de genes envolvidos na oxidacao
de lipidios (CPT-1. figura 30 - CT 1,04 + 0,33 (U.A) vs. DOX 0,80 + 0,67 (U.A); p=0,500), (ACC.
figura 30 - CT 1,09 + 0,49 (U.A) vs. DOX 1,47 + 0,91 (U.A); p=0,457) e (PGC1- a. figura 30 - CT
1,01 £ 0,33 (U.A) vs. DOX 0,94 + 0,51 (U.A); p=0,115).
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Figura 29 - Conteldo de triacilglicerol no musculo gastrocnémio. CT-grupo controle, DOX- grupo

tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=9-10.
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Figura 30 - Expresséo génica de proteinas envolvidas no metabolismo oxidativo no mdsculo EDL. CT-

grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5.

Também n&o houve diferenca estatistica para atividade das enzimas
oxidativas, citrato sintase (figura 31 - CT 103,8 + 10,93 (IU/mg proteina) vs. DOX 104,8 + 12,96
(IU/ mg proteina); p=0,9147) e malato desidrogenase.(figura 32 - CT 78,56 + 14,1 (nmol/mg

proteina/ min) vs. DOX 87,09 + 11,39 (nmol/mg proteina/ min); p=0,3235).



50

Atividade da Citrato Sintase
(IU/mg proteina)
|_\
o
Q@

A S+
O QO

Figura 31 - Atividade da citrato sintase no musculo EDL. CT-grupo controle, DOX- grupo tratado com

doxorubicina (15 mg/kg). n=3-5.
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Figura 32 - Atividade da malato desidrogenase no musculo EDL. CT-grupo controle, DOX- grupo

tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=>5.

4.7 Doxorubicina e inflamacéo

O tratamento com a doxorubicina diminui a concentragdo da citocina pro-
inflamatéria TNF-a (figura 33 - CT 2,33 + 0,75 (pg/mg proteina) vs. DOX 0,1,64 + 0,39 (pg/mg
proteina); p=0,0266) e da citocina anti-inflamatéria IL-10 (figura 33 - CT 14,90 + 5,02 (pg/mg
proteina) vs. DOX 8,87 + 1,44 (pg/mg proteina); p=0,0101) no musculo EDL. Nao houve
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diferenca estatistica para a citocina IL-6 (figura 33 - CT 7,46 + 1,64 (pg/mg proteina) vs. DOX
6,00 £ 1,32 (pg/mg proteina); p=0,0938).
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Figura 33 - Concentracédo das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 no musculo EDL (pg/mg proteina). CT-
grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=7. *p<0,05.

N&o houve diferenca estatistica para a expressao génica de IL-1B (figura 34 -
CT 1,004 + 0,12 (U.A) vs. DOX 0,745 + 0,44 (U.A); p=0,2461) e para as proteinas envolvidas
no complexo do inflamassoma, dentre essas enzimas mensuramos a caspase-1
(figura 34. CT 1,00 + 0,15 (U.A) vs. DOX 2,24 + 3,28 (U.A); p=0,4188), NLRP-1 (figura 34 - CT 1,14
+ 0,61 (U.A) vs. DOX 5,82 £9,74 (U.A); p=0,3119), NLRP-3 (figura 34 - CT 1,03 + 0,27 (U.A) vs.
DOX 4,42 + 2,95 (U.A); p=0,057), NOD-1 (figura 34 - CT 2,04 + 2,62 (U.A) vs. DOX 1,00 0,14
(U.A); p=0,4022) e NOD-2 (figura 34 - CT 1,15 + 0,57 (U.A) vs. DOX 4,16 +3,00 (U.A); p=0,0620)
no musculo EDL. J4 a expresséo génica de TLR-4 foi maior no grupo DOX (figura 34 -
CT 1,23 £ 0,84 (U.A) vs. DOX 15,66+ 13,44 (U.A); p=0,0449).
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Figura 34 - Expressao génica de proteinas envolvidas na inflamagéo realizadas no musculo EDL. CT-

grupo controle, DOX- grupo tratado com doxorubicina (15 mg/kg). n=4-5. *p<0,05.

4.8 Expresséo de GLUT-4 e AMPk em cultura de miécitos L6

Uma vez que nossos resultados in vivo observamos uma diminuicdo da
expressdo protéica de GLUT-4 e AMPka e diminuicdo da captacdo de 2-deoxi-
[14C]-D-glicose nos ensaios in vitro avaliamos a expresséo proteica de GLUT-4 e
AMPk nos midcitos L6. O tratamento com doxorubicina diminuiu a expressédo de
GLUT-4 (figura 35 - CT 1,00 + 0,053 (U.A) vs. DOX 0,71 + 0,12 (U.A); p=0,022) e a fosforilagcao
da AMPka ™72 (figura 35 - CT 1,00 + 0,26 (U.A) vs. DOX 0,37 + 0,08 (U.A): p=0,017).
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Figura 35 - Expressao proteica de GLUT-4 e AMPk em células L6. CT — cultura de midcitos controle,

DOX- cultura de midcitos tratados com doxorubicina (100 nM por 48 horas) . n=3. *p<0,05.

4.9 Efeito do AICAR sobre a captacao de 2-deoxi-[14C]-D-glicose

Uma vez que observamos a diminuicdo da fosforilagdo da proteina AMPka
em miocitos L6 com o tratamento com doxorubicina (figura 36) investigamos o efeito
da utilizacdo do agonista de AMPk (AICAR) sobre a captacdo de 2-deoxi-[14C]-D-
glicose. O tratamento crénico com AICAR (por 48 horas na concentracdo de 2 mM)
foi capaz de recuperar a queda na captacdo de 2-deoxi-[14C]-D-glicose causado
pela doxorubicina, enquanto no tratamento agudo (por 1 horas na concentracéo de 2
mM) esse efeito foi estatisticamente ndo significante (figura 36 - CT 1,69 + 0,14 (U.A) vs.
DOX 1,049 + 0,51 (U.A) vs. DOX + All h 1,48 + 0,19 (U.A) vs DOX + Al48 h 1,79 + 0,05 (U.A).
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Figura 36 - Tratamento crénico com AICAR recupera a captacdo de 2-deoxi-[14C]-D-glicose em
cultura de midcitos L6. As células L6 foram submetidas ao ensaio de captagdo de 2-deoxi-[14C]-D-
glicose apds diferenciacdo, na presenca de estimulo de insulina (100 nM), apdés 48 horas de
tratamento com doxorubicina (100 nM), com ou sem tratamento com AICAR (1 h-agudo/48 h cronico).

CT- células L6 controle, DOX- Células tratadas com doxorubicina. n=4-6. *p<0,05.

Para confirmar o efeito do AICAR sobre a ativacdo da AMPK realizamos a
expressao proteica dessa proteina. Ndo houve alteracdo no conteudo da AMPka
entre 0s grupos estudados (Figura 37B - CT 1,00 (U.A) vs. DOX 0,86 + 0,07 (U.A) vs. CTAIL
1,76 + 1,05 (U.A) vs DOXAI1 0,93 + 0,07 (U.A) vs CT Al48 0,55 + 0,29 (U.A) vs DOX Al48 0,51 +
0,25(U.A)). Quando avaliamos o efeito do agonista da AMPk (AICAR) no aumento da

fosforilacdo do sitio "™

observamos que o tratamento mostrou-se efetivo, uma vez
gue houve aumento da atividade dessa proteina na comparacdo dos grupos CT e
CT AIll (Figura 37A - CT 1,00 (U.A) vs CT All 1,24 + 0,35 (U.A)). Esse efeito foi observado
somente nos grupos que receberam tratamento agudo (AICAR por 1 hora) (Figura 37A
-DOX 0,46 + 0,04 (U.A) vs. CT All1 1,24 + 0,35 (U.A) vs DOX Al1 1,00 0,15 (U.A)). Nao houve

Thr172

diferenca estatistica para a fosforilacdo da AMPka para os grupos tratados com

AICAR por 48 horas (Figura 37A. CT Al48 0,94 + 0,17 (U.A) vs DOX Al48 0,81 + 0,18 (U.A)).
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Figura 37 - Efeito do tratamento com AICAR sobre a atividade da AMPK. As células L6 foram
submetidas ao tratamento com o quimioterapico doxorrubicina (100 nM por 48 h) na presenca ou
auséncia do agonista de AMPk (1 h — tratamento agudo/48 h -tratamento crénico — 2 mM ). A.
Expresséo proteica de AMPka pThrl72; B. Expresséo protéica da AMPka. CT- células L6 controle,
DOX- Células tratadas com doxorubicina, All — tratamento agudo com AICAR, Al48 — tratamento
cronico com AICAR. n=3. *p<0,05, **p<0,01.
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5 DISCUSSAO

Nossos principais resultados sugerem que o tratamento com doxorrubicina leva a
intolerancia a glicose severa que € observada tanto in vivo como in vitro. A
diminuicdo da atividade da proteina AMPK foi modulada de forma negativa com o
tratamento e mostrou ser um possivel alvo terapéutico capaz de recuperar a
tolerancia a glicose.

O tratamento com doxorrubicina causou uma intensa diminuicdo do peso
corporal e um relevante quadro anoréxico, 72 horas, apds a aplicacédo inicial do
guimioterapico. Além disso, o tratamento promoveu uma severa queda no peso do
coxim adiposo epididimal e do muasculo esquelético EDL. Associado a isso a
doxorrubicina causou toxicidade hepatica e renal como ja observado por outros
estudos (110-111), e que por nés pode ser inferida pelo aumento exponencial de
AST e acido Urico circulante.

Corroborando com a queda no peso do musculo EDL, a aplicacdo de
doxorrubicina conduz a diminuicdo da &area de secc¢do transversa. Esses resultados
vao ao encontro dos achados na literatura (112-115). Para pacientes em tratamento
guimioterapico, a perda de massa muscular possui importante efeito negativo sobre
a saude do individuo, ja que esta associada a maior morbidade e piora na qualidade
de vida (40-41).

A fim de melhor caracterizar as alteracbes sistémicas da utilizacdo de
doxorrubicina sobre a regulacdo dos mecanismos de controle dos processos de
sintese e degradacdo protéica avaliamos a concentracdo circulante dos dois
principais hormonios esterdides que regulam esses processos. Uma razao
corticosterona/testosterona significantemente mais alta foi observada no grupo DOX,
confirmando assim o elevado estado catabdlico de nosso modelo experimental.
Devido aos efeitos toxicos da quimioterapia, disfungdes testiculares sdo comuns,
levando a diminuigdo da producdo de testosterona (116-117) e consequente efeito
negativo sobre a homeostase do musculo esquelético. Além disso, recentemente foi
demonstrado que o aumento de corticosterona provocado pelo tratamento induz um
potencial efeito catabdlico no musculo esquelético, efeito este dependente de
receptores de glicocorticoides (118).

Ao nivel molecular, nés encontramos aumento da E3 enzima ligase de ubiquitina,

Atrogin-1, o qual se observa aumentada durante a atrofia muscular (119). Sendo
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assim, o tratamento com doxorrubicina € um importante fator de risco para o
desenvolvimento da atrofia muscular. Pior ainda é o fato que a perda de massa
muscular apés o tratamento quimioterapico € um fator de risco independente para
pior prognostico (120). Nao obstante, a sarcopenia tem sido recentemente associada
a uma maior toxicidade do proéprio tratamento quimioterapico, sendo sugerido que a
dose utilizada pela area corporal do paciente deveria ser corrigida pela massa
muscular com o fim de diminuir os efeitos citotoxicos (121). Além do papel desses
dois hormdnios esteroidais sobre o balanco da sintese e degradacédo proteica, a
insulina € um hormdnio peptidico que também apresenta grande efeito sobre as vias
anabdlicas em diferentes tipos celulares (52, 122).

O tratamento com este quimioterapico induz uma profunda resisténcia a
insulina, apdés 48 horas da sua administracdo. Essa diminuicdo da sensibilidade a
insulina sistémica foi avaliada pelo iTT e HOMA-IR. Além disso, em restricdo
alimentar, animais tratados com o quimioterapico apresentaram hiperglicemia e
hiperinsulinemia. Na pratica clinica, ja se observou, que a utilizacdo de algumas
drogas quimioterapicas pode alterar a sensibilidade a insulina (91-92). No entanto, o
efeito da doxorubicina sobre este parametro é muito pouco descrito na literatura.
Apenas em (123), Arunachalam e colaboradores hipotetizaram o efeito da
doxorubicina na mimetizacdo das caracteristicas do diabetes tipo 2 e o papel do
tecido adiposo nesse processo.

A patrtir dos resultados obtidos, e devido ao notavel papel do musculo esquelético
sobre a captacédo de glicose, investigamos se esse tecido poderia estar envolvido no
processo de desenvolvimento da intolerdncia a glicose. A insulina, uma vez na
circulacao, favorece a atividade tirosina quinase intrisica de seu receptor, gerando
uma cascata de sinalizacdo intracelular, via interacdo proteina-proteina e
fosforilacdo, que favorece a captacdo de glicose. Esse aumento na captacdo de
glicose pode ocorrer por via dependente ou independente da cascata de PI3K (124).

N&o observamos no musculo EDL alteracdo da expressdo protéica do receptor
de insulina, bem como da expressao protéica e génica de Akt, proteina downstream
de PI3-k. Apesar disso, outras proteinas envolvidas no metabolismo de glicose e
sinalizacdo da insulina tiveram diminuicdo da expressao génica. A expressao, tanto
em nivel génico quanto protéico, de GLUT-4 e AMPkaP™*"? foi reduzida. Esses dados

sugerem que apesar da cascata de sinalizagéo da insulina ndo ser completamente
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perturbada, importantes proteinas com participacdo efetiva na captacéo de glicose
estdo menos expressas ou ativadas.

O GLUT-4 é o principal transportador de glicose do musculo esquelético sob
condicbes estimuladas (48, 67). E sintetizado e armazenado em vesiculas
intracelulares que sdo exocitadas para o sarcolema apods estimulo (125-126). Os
mecanismos que viabilizam a captacdo de glicose pelo musculo esquelético
permitindo a translocacdo desses transportadores, ocorrem primordialmente em
funcdo da ativacdo da cascata de sinalizacdo da insulina e das alteracdes
intracelulares geradas decorrentes da contracdo muscular (125-126). Apesar de nao
observarmos modulacdo da proteina Akt, chave na cascata de sinalizacdo da
insulina, a supressdo da expressdo génica e protéica de GLUT-4 e AMPK foi
evidente, sendo essas proteinas extremamente relevantes na captacdo de glicose
(127-129). Nossos resultados em midcitos L6 confirmaram a hipétese de que o caos
metabdlico gerado por essa droga no metabolismo de carboidratos deve-se em parte
a uma prejudicada captacao de glicose.

Uma vez que os resultados no musculo EDL demonstram diminuicdo da ativacéo
da AMPk, e essa proteina possui um importante papel na captacao de glicose
independente da sinalizacdo da insulina e na regulacdo da expressao de GLUT-4
(74-78, 130), fomos investigar esse fendbmeno mais a fundo. Para isso, midcitos
foram tratados com o agonista da AMPk de forma crbnica e aguda. O AICAR,
também conhecido como ZMP, mimetiza os efeitos do aumento intracelular de AMP
através da interacdo com a subunidade gama regulatéria da AMPK, causando
alteracdo conformacional e fosforilacdo da subunidade catalitica dessa proteina
(131-132), no qual, em nossos resultados, a intervencdo com AICAR recuperou a
captacdo de glicose estimulada por insulina em miocitos L6 com 48 horas.
Consistente com o0s resultados anteriores, Sakoda e colaboradores (133)
demonstraram que a ativacdo de AMPKk é essencial para o0 aumento da captacao de
glicose induzida por AICAR. Varias evidéncias apontam a inibicdo da atividade da
AMPK por doxorubicina, assim como efeito protetor na toxicidade celular por sua
ativacao (83-84).

Ainda ao encontro com resultados da diminuicdo da fosforilacdo de AMPkK
encontrada em nosso modelo animal, uma importante proteina produzida

primordialmente no tecido adiposo (127, 134-135), e que tem a sua concentragao
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circulante correlacionada positivamente com a sensibilidade a insulina (127) é a
adiponectina. O musculo esquelético apresenta a expressdo dos receptores de
adiponectina 1 e 2 (136-137), os quais ndo foram modulados no grupo DOX. Essa
adipocina melhora a sensibilidade a insulina no musculo esquelético pelo aumento
da oxidacao de lipidios e ativacdo do fator de transcricdo PPAR-a (138). J& ativacao
da AMPK por essa adipocina é decorrente de aumento do influxo de Ca™ mediado
pela interacdo da adiponectina globular no receptor ADIPOR1, e consequente
ativacdo da quinase ativada por proteina quinase dependente de calcio/calmodulina
(CaMKKp), upstream da AMPk (139). No grupo DOX, a concentracéo dessa proteina
no tecido adiposo e no soro foi diminuida, e pode explicar, pelo menos em parte, a
diminuicao da atividade da AMPk observada no musculo esquelético (136).

Diversas hipdteses estdo associadas ao desenvolvimento de intolerancia a
glicose. Esta bem estabelecido que a doxorubicina aumenta o estresse oxidativo e a
disfungcéo mitocondrial (140-141) que sao mecanismos importantes que podem levar
a resisténcia a insulina, inclusive no muasculo esquelético (42, 115). Aumenta a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) por interagdo com Fe lll, pela
perturbacdo da regulacdo da via do oxido nitrico (NO) e pelo ciclo redox da droga,
no qual a reoxidacdo do radical da DOX-semiquinona em doxorubicina novamente
favorece a formacdo de EROS (21-23). Além do mais, a estrutura do anel B da
doxorubicina interage diretamente com o complexo 1 da cadeia de transporte de
elétrons e serve como doador de elétrons para a geracéo de radical superoxido (42,
142-143). Por sua vez, o aumento da capacidade antioxidante mediado pelo
exercicio fisico e por fatores nutricionais contribui para menor miotoxicidade (42,
144-145). Nossos resultados mostram-se congruentes com esses estudos, ja que
observamos alteracdo da atividade dos complexos mitocondriais no grupo DOX,
levando assim a um gradiente de prétons que é favoravel para a formacao de
especies reativas de oxigénio(146-147).

Outro mecanismo que esta associado a baixa sensibilidade a insulina é o
acumulo ectoépico de lipidios no muasculo esquelético (148-149). As ceramidas séo
lipidios bioativos que possuem importantes fungdes sobre a sinalizagdo intracelular,
sendo freqientemente associadas ao quadro de resisténcia a insulina (150-152). Em
tecidos periféricos e no préprio tumor ja foi demonstrado aumento da concentracéo

de ceramidas em funcdo do tratamento com doxorrubicina (153-155). Em nosso



60

modelo, ndo houve alteracdo do conteudo total de triacilglicerol no musculo
esquelético, sequer na expressao de genes envolvidos na oxidacao de lipidios ou da
atividade de enzimas do metabolismo oxidativo.

Outro fator bem conhecido que pode levar ao desencadeamento da diminuicédo
da sensibilidade a insulina € o desenvolvimento da inflamacéo de baixo grau (156).0
aumento de moléculas inflamatérias como TNF-a, IL-6, Oxido nitrico sintase
induzivel, fibrinogénio, proteina C reativa (PCR), entre outras, além da infiltracdo de
células do sistema imunolégico no muasculo esquelético estdo associadas a
resisténcia a insulina e maior incidéncia de diabetes tipo 2 (157-158). Sobretudo na
obesidade, o0s estudos sdo sugestivos para uma resposta inflamatoria
desencadeada em condicdes de alta disponibilidade de acidos graxos livres. Acidos
graxos de origem saturada séo considerados pro-inflamatoérios por interagirem com o
receptor do tipo Toll-like Receptor 4 e indiretamente aumentar a produgcédo e
secrecdo de citocinas pré inflamatérias (159-160). Também no tratamento
guimioterapico com doxorubicina ha aumento sistémico de citocinas inflamatorias
(161). Em nosso modelo observamos uma alta disponibilidade de acidos graxos
livres circulantes, aumentada expressao génica de TLR-4 no grupo DOX, com uma
surpreendente e concomitante diminuicdo da expressao protéica das citocinas TNF-
a e IL-10. A inflamacdo no musculo esquelético tem sido apontada como um dos
mecanismos pelo qual a doxorubicina gera disfuncdo musculo-esquelética (33).
Quimioterapicos podem aumentar a producéo e ativacdo de IL-1[3, via ativagao do
complexo do multiprotéico do inflamassoma (161-162). Entretanto no musculo EDL
expressao génica dessa via nao foi alterada nos grupos tratados, assim como Dirks-
Naylor e colaboradores (163) também ndo observaram alteracdo da caspase-1

nesse tecido com o quimioterapico.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo nossos resultados sugerem que a intolerancia a glicose gerada
pelo tratamento com doxorubicina se deve em parte a uma diminuida captacdo de
glicose pelo musculo esquelético. A atividadeda da AMPKk foi modulada de forma
negativa com o quimioterapico no qual a utilizacdo do agonista para essa proteina
mostrou ser um possivel alvo terapéutico capaz de recuperar a tolerancia a glicose.
Outros tratamentos farmacolégicos e ndo farmacologicos que possuam como alvo
essa proteina, deverdo ser futuramente investigados, em associacdo ao tratamento

com doxorubicina.
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